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RESUMO

FROES, Renata de Sa Brito. Estudo dos polimorfismos C1236T, G2677T e C3435T do gene
MDR1 em pacientes portadores de doengas inflamatorias intestinais. 2013. 70 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Médicas) - Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

Estudos recentes tém avaliado a presenca de polimorfismos do gene multidroga
resistente 1 (MDRI1), que codifica o transportador de membrana de efluxo chamado de
P-glicoproteina, seu potencial papel na suscetibilidade das doengas inflamatorias intestinais
(DII) e suas possiveis correlagdes com aspectos clinicos das DII. Dados conflitantes podem
resultar da andlise genética de populagdes distintas. Investigamos se os polimorfismos do
gene MDRI1 estdo associados com as DII em populagdo do sudeste do Brasil e suas possiveis
correlagcdes com fenotipos, atividade de doenca, resposta ao tratamento e efeitos colaterais.
Como métodos, a presente pesquisa trabalhou com 146 pacientes com Doenga de Crohn (DC)
e 90 com Retocolite Ulcerativa Idiopatica (RCUI), que foram recrutados através de critérios
diagnodsticos estabelecidos. Os polimorfismos do MDR1 mais comumente descritos na
literatura, C1236T, G2677T e C3435T, foram avaliados por PCR. As frequéncias genotipicas
de pacientes com RCUI e DC foram analisadas na populagdo de estudo. Associacdes de
genotipo-fenodtipo com caracteristicas clinicas foram estabelecidas e riscos estimados para as
mutacoes foram calculados. Nenhuma diferenga significativa foi observada nas freqiiéncias
genotipicas para os polimorfismos G2677T/A e C3435T do MDRI na DC ou na RCUIL O
polimorfismo C1236T foi significativamente mais comum na DC do que na RCUI (p =
0,036). Na RCUI foram encontrados mais homens nos polimorfismos C1236T e G2677T no
grupo de heterozigotos. Foram encontradas associagdes significativas entre o polimorfismo
C3435T do gene MDRI em pacientes com fendtipo estenosante na DC (OR: 3,16, p = 0,036),
em oposicdo ao comportamento penetrante (OR: 0,31, p = 0,076). Na DC, associacdes
positivas também foram encontradas entre o polimorfismo C3435T, a atividade
moderada/severa da doenca (OR: 3,54, p = 0,046), e a resisténcia / refratariedade ao
corticosterdide (OR: 3,29, p = 0,043) nos homozigotos polimoérficos. Nenhuma associagdo
significativa foi encontrada entre os polimorfismos do MDRI e categorias fenotipicas,
atividade de doenga ou resposta ao tratamento da RCUI. Em conclusdo, os resultados do
presente estudo sugerem que os polimorfismos do gene MDRI poderiam estar implicados na
susceptibilidade a DC e no seu fendtipo estenosante, como também estarem associados com
uma resposta inadequada ao tratamento em um grupo de pacientes com DC. A forte relagdo
com a DC suporta a existéncia de papéis adicionais para o MDRI em mecanismos especificos
subjacentes na patogénese da DC, como o controle da microbiota intestinal, mediacao e
regulacao da fibrose. Além disso, compreender os efeitos de varios farmacos associados a
estas variantes do MDRI pode contribuir para a prescrigdo personalizada de regimes
terapéuticos.

Palavras-chave: Doenga inflamatoéria intestinal. Gene MDR1. Polimorfismos.



ABSTRACT

FROES, Renata de Sa Brito. Study of C1236T, G2677T, C3435T MDR1 gene polymorphisms in
patientes with inflammatory bowel disease. 2013. 67 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Médicas) - Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2013.

Recent studies have evaluated the presence of multidrug resistant gene 1
polymorphisms (MDR1) that encodes the efflux membrane transporter called P-glycoprotein,
its potential role in susceptibility to inflammatory bowel disease (IBD) and possible
correlations with clinical features of IBD. Conflicting data may result from genetic analysis of
distinct populations. We investigated whether polymorphisms of MDR1 gene are associated
with IBD in the population of southeastern Brazil and its possible correlations with phenotypes,
disease activity, response to treatment and side effects. As methods, this research worked with
146 patients with Crohn's Disease (CD) and 90 with Idiopathic Ulcerative Colitis (UC) who
were recruited through established diagnostic criteria. The polymorphisms of MDR1 most
commonly described in the literature, C1236T, G2677T and C3435T, were evaluated by PCR.
The genotypic frequencies of patients with UC and DC were analyzed in the study population.
Genotype-phenotype associations with clinical characteristics were established and estimated
risks for the mutations were calculated. No significant difference was observed in genotype
frequencies for polymorphisms G2677T / A and C3435T of MDR1 in DC or UC. The C1236T
polymorphism was significantly more common in CD than in UC (p = 0.036). At UC, C1236T
and G2677T polymorphisms were found more in men in the group of heterozygotes.
Significant associations were found between the C3435T polymorphism of the MDR1 gene in
patients with stricturing phenotype in CD (OR: 3.16, p = 0.036), as opposed to penetrating
behavior (OR: 0.31, p = 0.076). In DC, positive associations were also found between the
C3435T polymorphism, activity moderate / severe disease (OR: 3.54, p = 0.046), and resistance
to corticosteroids (OR: 3.29, p = 0.043) in the polymorphic homozygote group. No significant
association was found between polymorphisms of MDR1 and phenotypic classes of disease
activity or response to treatment of UC. In conclusion, the present results suggest that MDR1
gene polymorphisms could be involved in susceptibility to DC and stricturing phenotype, as
well as being associated with an inadequate response to treatment in a group of patients with
CD. The strong evidence with DC supports the existence of additional roles for MDR1 specific
mechanisms underlying the pathogenesis of DC, such as regulating gut-microbiota interactions
and mediating fibrosis. Further, understanding the effects of different drugs associated with
these variants can contribute to the MDR1 custom prescription regimens.

Keywords: Inflammatory bowel disease. MDR1 gene. Polymorphisms.
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INTRODUCAO

A doenca de Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa idiopatica (RCUI) sdo doencas
inflamatdrias intestinais (DII) causadas por alteracbes na imunorregulacdo intestinal. A
principal diferenga entre elas é o acometimento apenas da mucosa de colon e reto na
RCUI, enquanto que a DC agride toda a parede intestinal, provocando uma inflamacéo
transmural que pode ocorrer em qualquer parte do tubo digestivo, da boca ao anus, com
predilecdo pela regido ileocecal.

Epidemiologicamente nota-se uma maior incidéncia da DIl em paises com alto
indice socioeconémico como o norte europeu, 0s Estados Unidos e o Canada. Acredita-se
que fatores como o tipo de dieta, o uso de antibi6ticos prévios, a erradicacdo costumeira
de helmintos intestinais e o aumento da higiene pessoal propiciaram uma reducdo da
exposicao do sistema imune do intestino a microorganismos durante a infancia, resultando
em uma resposta imune alterada. Esta menor exposi¢do ocorreria especialmente em paises
mais desenvolvidos, o que poderia influenciar nesta peculiar distribuicdo geografica
(KUGATHASAN; AMRE, 2006).

O cigarro atua de maneira distinta, com evidéncias de que os fumantes tendem a
uma maior gravidade na apresentacdo da DC e os ndo-fumantes tém maior risco de
desenvolver RCUI (ABRAHAM; CHO, 2009).

Tanto a DC quanto a RCUI ocorrem predominantemente em brancos, judeus,
moradores de areas urbanas, com pico de incidéncia entre 20 e 40 anos e um segundo pico
entre 60 e 80 anos, tendo a RCUI uma prevaléncia estimada maior, com cerca de 35-100
casos por 100.000 habitantes, comparados com 10-100 casos por 100.000 habitantes na
DC (QUILICI, 2007).

Como mencionado, um dos picos de maior incidéncia ocorre em pessoas jovens e,
portanto, no apice de suas atividades profissionais, 0 que acarreta em grande impacto para
a saude publica alem de prejudicar a qualidade de vida dos enfermos e seus familiares,
levando a restricbes ndo somente profissionais, como fisicas, sociais e emocionais
(QUILICI, 2007).

Além disso, os portadores de DIl tém maior risco de associagdo com outras
enfermidades, como a psoriase, e apresentar manifestacfes extra-intestinais — como a
colangite esclerosante, espondilite anquilosante —, que podem piorar a qualidade de vida

destes pacientes.
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A etiopatogenia da DIl é complexa e envolve aspectos ambientais, genéticos,
luminais, relacionados a barreira intestinal e aos fendmenos de imunorregulacdo da
mucosa intestinal. O entendimento das causas e mecanismos das inflamagdes na DIl tem
implicacdes diretas na futura capacidade de prevenir o aparecimento dessas doencas, de
eliminar seus sintomas, de evitar sua recorréncia e, quando possivel, de estabelecer sua
cura (QUILICI, 2007).

Estudos apontam a contribuicdo de alteracfes genéticas, como os polimorfismos,
na patogénese das DIl e de suas apresentagdes clinicas. O gene MDR1 e seus
polimorfismos, que estdo relacionados a resisténcia a diversas drogas, sdao muito
estudados no tratamento do cancer e na resisténcia a tratamentos quimioterapicos. As suas
implicacOes no diagndstico, apresentacéo e no tratamento das DIl néo esté esclarecida.
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1. OBJETIVOS

1.1

1.2

Principal

Avaliar a presenca dos polimorfismos C1236T, G2677T e C3435T do gene MDR1

em pacientes portadores de doencas inflamatorias intestinais.

Secundarios

Buscar possiveis associagdes dos polimorfismos C1236T, G2677T e C3435T do
gene MDR1 com caracteristicas clinicas e demograficas dos dois grupos de pacientes:
RCUI e DC;

Correlacionar a presenca dos polimorfismos C1236T, G2677T e C3435T do gene
MDR1 com a atividade da doenca dos pacientes com DI;

Correlacionar a presenca dos polimorfismos C1236T, G2677T e C3435T do gene
MDR1 com os efeitos colaterais de medicamentos e resposta ao tratamento nos pacientes

com DII.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1  Bases imunoldgicas e fisiopatoldgicas

A RCUI e a DC séo doencas distintas, com respostas imunologicas peculiares,
embora compartilhem alguns aspectos semelhantes, principalmente do ponto de vista
clinico.

A interacdo dos fatores ambientais com os genéticos, luminais (microbiota
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intestinal, seus antigenos, produtos metabolicos e antigenos alimentares), fatores
relacionados a barreira intestinal (imunidade inata e permeabilidade intestinal) e os fatores
relacionados a imunorregulacéo (imunidade adaptativa ou adquirida) ajudam a entender a

complexa etiopatogenia das DII.

2.2 Fatores ambientais

As DIl tém preferéncia pelos centros urbanos e em profissionais com atividade
mais intelectualizada. Os fatores ambientais de maior destaque sdo o fumo e a “hipodtese
da higiene” (LAKATOS, FISCHER et al, 2006).

Uma extensa revisdo foi feita por Loftus, em 2004, a respeito dos fatores
ambientais, tais como dieta, fumo, contagio com virus do sarampo, apendicectomia e uso
de anticoncepcional oral. O trabalho ratificou que, excetuando-se o tabagismo, esses
fatores ndo estdo relacionados a incidéncia de DIl. Embora ndo haja conexdo entre
tabagismo e inflamacdo intestinal, esse habito exerce efeito oposto sobre as DII. Por um
lado, piora o curso clinico da DC, enquanto leva a um efeito protetor na RCUI (LOFTUS,
2004).

A “hipotese da higiene” tenta explicar o aumento da incidéncia das DII e o
aparecimento progressivo dessas enfermidades em periodos diferentes ao redor do
mundo. Logo ap6s a Segunda Guerra Mundial, houve aumento na incidéncia na América
do Norte e norte da Europa, seguido pelo aparecimento na Europa Ocidental, Europa
Central, Japdo e Australia. Mais tarde, a América do Sul e a Europa Oriental
apresentaram elevacdo da incidéncia e, na UGltima década, observamos aumento na
incidéncia no eixo Asia — Pacifico (LAKATOS, FISCHER et al, 2006)..

A medida que houve melhora nas condi¢des de salide, com menos infeccdes e
doencas parasitarias, melhores condi¢fes sanitéarias, acesso a vacinas e adogdo de novos
habitos alimentares das sociedades ocidentais, 0s pacientes foram menos expostos a
infeccdes na infancia, tornando o sistema imunoldgico menos preparado para lidar com as
exposicoes antigénicas com o passar da vida (LAKATOS, FISCHER et al, 2006).
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2.3 Fatores genéticos

H& muito tempo ja se sabe que a heranca genética € muito importante na DII.
Além do aumento da incidéncia entre membros da mesma familia, ha grande
concordancia entre gémeos monozigoéticos, principalmente na DC. Porém a falta de
concordancia entre todos os gémeos monozigoéticos, fala a favor de que fatores néo-
genéticos desempenhem papel de gatilho para o desenvolvimento de doenga em pacientes
geneticamente suscetiveis.

Depois da descoberta da associacdo de variagdes do gene NOD 2, com a
ocorréncia de DC em 2001 e de variag0es do gene receptor da interleucina (IL) 23 na
ocorréncia de DC e RCUI em 2006, mais de 70 associacdes genéticas foram relacionadas
a DC e 50 a RCUI, demonstrando que as doencas sdo geneticamente heterogéneas e que
compartilham algumas alteraces. Esses polimorfismos estdo relacionados a cascata
inflamatoria e a codificacdo de proteinas que regulam o sistema imunolégico (KIMCHI-
SARAFATY;OH; KIM, 2007).

Primeiramente identificou-se o loci de susceptibilidade para RCUI e DC nos
cromossomas 3, 7 e 12, porém, a seguir, houve a identificacdo de um lécus de
susceptibilidade para DC no cromossomo 16 e essa regido pericentromérica passou a ser
conhecida como IBD1 ou lécus 1 da doenca inflamatdria intestinal (QUILICI, 2007).

Posteriormente foram descobertas mutacdes no gene NOD2/CARD15, localizado
na regido IBD1 e responsavel pela codificacdo da proteina intracelular NOD2, presente
em células do sistema imune inato, constituindo a primeira barreira imunolégica de defesa
do trato gastrointestinal, sendo essas mutacGes presentes em até 15-30% dos portadores de
DC (QUILICI, 2007).

Estudos experimentais revelaram que em condi¢Ges normais o0 receptor expresso
na superficie das células apresentadoras de antigenos, reconhece o peptidoglicano
bacteriano, é hidrolisado por enzimas intracelulares gerando o MDP. O MDP é
reconhecido pela proteina do NOD2 e essa ligacdo inibe a via de producdo de citocina
denominada NF-kB ( fator nuclear kappa B). Porém, sua forma mutante ndo reconhece o
ligante MDP, deixando de exercer seu efeito normal inibitério, o que leva a amplificacéo
do processo inflamatério (QUILICI, 2007).

Dados da literatura demonstraram que os individuos que apresentam um dos alelos
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do gene NOD2 polimorfico (heterozigotos) tém risco aumentado de desenvolver DC (1,75
a 4x mais chance), enquanto que individuos homozigotos polimorficos apresentam um
risco ainda maior (11 a 27x mais chance). Além disso, estes dois grupos de pacientes tém
maiores chances de envolvimento ileal, complicacbes estenosantes e ressecgdes
cirdrgicas.

Porém, a presenca isolada de polimorfismos do NOD2 n&o é suficiente para levar a
DC, o que contribui para a certeza da etiologia multifatorial da doenca (ABRAHAM;
CHO, 2009). Portadores de DC com defeito no gene NOD2 tém dificuldade no
reconhecimento e eliminacdo de produtos bacterianos, levando a uma resposta
inflamatoria longa ou ineficaz.

A prostaglandina E de receptor 4 (EP4) contribui para a reparagdo da mucosa e
para manutencdo da barreira intestinal. Estudos em ratos demonstram o desenvolvimento
de colite em pacientes deficientes de EP4 em resposta a injdria provocada. Polimorfismos
nas proximidades do gene que codifica a EP4 (PTGER4) estéo recentemente relacionados
ao surgimento da DC em humanos (ABRAHAM; CHO, 2009).

Os pacientes com alteracdo nos genes de autofagia (ATG16L1 e IRGM) nédo
conseguem eliminar os produtos de degradacdo celular e bacteriana no citoplasma, com
recrutamento permanente de linfocitos e ampliacdo da resposta inflamatéria, levando a
lesdo tecidual, infiltracdo linfocitica nos tecidos e formacédo de granulomas na DC. Alguns
desses pacientes com polimorfismo para ATG16L1 também apresentam defeitos nas
células de Paneth, prejudicando sua capacidade de secretar peptideos enddgenos
antibacterianos e controlar a quantidade e qualidade das bactérias da flora intestinal.

Na DC, ha evidéncias da contribuicdo de genes ligados aos mecanismos de
autofagia de organelas intracelulares e microrganismos, especialmente o gene ATG16L1,
gue vem sendo estudado, mas ndo foram observadas correlacdes dele com a RCUI
(ABRAHAM; CHO, 2009).

Na RCUI, foi reconhecida uma regido de susceptibilidade no cromossomo 12
denominada IBD2. Esta regido — 12q15 — estaria ligada a interleucina 26 e ao interferon
gama dentro da resposta inflamatoria. Outro foco atual de pesquisa é a relacdo do
polimorfismo da regido 1932, que contém o gene da interleucina 10 com a RCUI. Porém,
sd0 necessarios estudos mais detalhados para se demonstrar como essas associagdes
contribuem para uma resposta inflamatoria alterada na RCUI (QUILICI, 2007).

Recente pesquisa avaliou uma coorte italiana e estudou diversos polimorfismos
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que poderiam se correlacionar com DIl naquela populacdo. Observou-se que 0s
polimorfismos TNFSF 15, NKX2-3, ZNF365 e PTPN2 tiveram associacao significativa
com a DC, enquanto e os polimorfismos PTGER4, NKX3-2, ZNF365, PSMG1 e HLA
com a RCUI (LATIANO; PALMIERI et al, 2012).

Na verdade, estima-se que apenas 20% da contribuicdo genética para as DIl esteja
revelada atualmente. As pesquisas recentes apontam que 0s genes ligados a via da
interleucina 23, como o IL23R, JAk2, STAT3 e p40 estejam associados tanto a DC
qguanto a RCUI. O p40 produz uma citocina com subunidade também para a interleucina
12, e medicacdes baseadas no anticorpo monoclonal anti-p40 vém sendo desenvolvidas,
com boa efetividade inicialmente para psoriase e DC.

O gene IL-23R codifica a proteina receptora da interleucina 23, que € pro-
inflamatdria. A partir de sua interacdo com seu receptor (IL-23R), proteinas anti-
apoptoticas e pro-inflamatdrias sdo transcritas no citoplasma. Tanto na DC quanto na
RCUI foram descritos polimorfismos no gene IL-23R. A super-expressao desse receptor
facilita a acdo da IL-23 na superficie dos linfécitos T, ampliando a acdo inflamatéria e
levando a producdo de proteinas anti-apoptoticas, conferindo vida mais longa aos
linfocitos T.

A IL-23 atua tanto nos linfocitos Thl e Th17, mecanismos mais ligadas a DC,
quanto em células natural killer (NK), mais ligadas na RCUI, evidenciando que as duas
enfermidades podem apresentar algumas alteracdes genéticas em comum (ABRAHAM,;
CHO, 2009).

O polimorfismo do gene TLR4, que ocorre tanto na DC quanto na RCUI, reforca a
ideia de alteracdo na resposta ao reconhecimento e combate as bactérias por uma
imunidade inata anormal (ABRAHAM; CHO, 2009; CHO 2007).

Certamente, ainda h4 um campo amplo a se pesquisar e a genética ainda trara

muitas contribuicBes para o melhor manejo dos pacientes com DII.

2.4 Fatores luminais

Em condi¢Bes normais a microbiota intestinal é vital, uma vez que as bactérias

atuam sobre alimentos gerando &cidos graxos de cadeias curtas, importantes para o



19

metabolismo dos colondcitos. Na DIl ha alteragbes qualitativas, gerando uma reacéao
exagerada a agentes antigénicos, e alteragdes quantitativas, como 0 aumento das bactérias
anaerdbicas e a reducdo de outras, como os Bifidobacteriuns e Lactobacillus, que inibem
0 crescimento de bactérias potencialmente patogénicas (ABRAHAM; CHO, 2009).

Estudo americano investigou a hip6tese de polimorfismos genéticos relacionados a
imunidade inata estarem ligados a possiveis alteragdes na microbiota normal do ileo de
humanos. O gendtipo do NOD2, os fenotipos de DIl e a infec¢do por Clostridium Difficile
tiveram associacao significativa com a alteracdo da composicdo da microbiota ileal (LI;
HAMM; GULATI et al, 2012).

2.5 Fatores relacionados a barreira intestinal: permeabilidade intestinal e imunidade

inata

A Dbarreira intestinal € composta por um conjunto de componentes néo
imunolodgicos: acidez gastrica, secrecdes digestivas, motilidade intestinal, microbiota
intestinal, producdo de defensinas (células de Paneth), barreira de células epiteliais,
camada aquosa e camada de mucina/ fator trefoil; e um conjunto de componentes
imunoldgicos: producdo de IgA secretora, imunidade inata (neutréfilos, células
apresentadoras de antigenos, macréfagos) e imunidade adquirida (linfocitos T e B).

Na DIl ha reducdo do efeito de barreira intestinal devido a possiveis reducfes de
defensina, fator trefoil, substdncia que secreta MMS-68 e alteracBes de proteinas do
citoesqueleto, além da diminuicdo do butirato com aumento da permeabilidade intestinal.
Na DC ha reducdo do sistema imune inato, gerando hiperestimulacdo do sistema
adquirido, ampliando o processo inflamatorio (QUILICI, 2007).

O epitélio intestinal € uma importante barreira para entrada excessiva de bactérias
e outros antigenos, além de regular a comunicacdo com a circulagdo sanguinea. A
integridade desta barreira tem intima ligacdo com a preservacdo das jungoes
intercelulares, que parecem estar mais frouxas nas DII, aumentando o espaco paracelular e
a permeabilidade intestinal. Além disso, o0 muco, que dificulta a adesdo de
microorganismos e auxilia na reparacdo do epitélio celular, encontra-se diminuido nas

DIl, bem como a producéo de defensinas, que atuam contra a invasdo de microrganismos
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(ABRAHAM: CHO, 2009).

Com a evolucdo dos estudos, passou-se a aceitar a teoria de que as DIl estdo
associadas a perda de tolerancia a microbiota intestinal normal, mas faltam estudos mais
profundos sobre a composi¢do do seu real contetdo.

Também j& foi documentado que nos doentes com DIl ocorre uma facilitagcdo a
entrada de antigenos intraluminais formados por bactérias ou produtos bacterianos através

da mucosa intestinal, ou seja, um aumento da permeabilidade intestinal (SARTOR, 2006).

2.6 Fatores relacionados a imunoregulacdo da mucosa: imunidade adquirida

Na DIl a apresentagdo antigénica é encaminhada preferencialmente para as células
TCD4+ — e ndo para as TCD8 como seria 0 habitual —, que entdo produzem citocinas e
amplificam a resposta imune. Especialmente alguns subgrupos, como o Thl, Th2 e Thl7
sdo cruciais na defesa contra microrganismos intestinais, mas a expressdo exacerbada
destas vias pode levar as doencas inflamatdrias intestinais (ABRAHAM; CHO, 2009).

Atualmente, estudos apontam a importéancia da via Th17. O marco da atividade das
DIl é a pronunciada infiltracdo da lamina propria de células da imunidade inata
(neutrdfilos, macréfagos, células dendriticas e células tipo NK — natural killers). O
elevado aumento dessas células na mucosa intestinal eleva localmente o aparecimento de
fatores de necrose tumoral (TNF alfa), interleucina 1 beta, interferon gama, citocinas e
interleucina-23 na via Th17. Uma desregulacdo no balanco desta resposta inflamatéria
leva as DIl (ABRAHAM; CHO, 2009).

A presenca de antigenos na luz intestinal desencadeia a interagdo das diferentes
respostas das células da imunidade inata e a producdo de uma resposta adaptativa, atraves
de linfocitos de memdria, com reposta passando a ser adquirida para aquele estimulo. A
resposta adquirida tende a ser mais rapida e potente que a inata e, nas DII, costuma estar
exacerbada.

Os produtos bacterianos que entraram na mucosa e nao foram adequadamente
eliminados pela resposta inata estimulam a imunidade adquirida, que é uma resposta

tardia, dependente da memdria imunoldgica. Essa resposta € derivada de células T
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(imunidade celular) e das células B (imunidade humoral).

A producéo de anticorpos mediada pelas células B nas DIl é aumentada tanto na
mucosa quanto na corrente sanguinea (1gG, IgM e IgA).

As células apresentadoras de antigenos estimulam a diferenciacdo de células T nos
linfonodos. Na DC, 1L-12 e 1L-23 estimulam a diferenciacdo das células T em células Th-
1 e Th-17, com producdo de INF-gama, IL-17 e IL-21. Estes achados suportam a ideia de
que a DC é uma condicdo relacionada a resposta Th-1 (ABRAHAM; CHO, 2009).

A RCUI é uma condicédo associada a uma resposta Th-2 atipica, onde 1L-12 e IL-
23 estimulam a diferenciacdo das células T em Th-2, Th-17 e NK, com producéo
aumentada de IL-4, IL-5, IL-13 e IL-17(ABRAHAM; CHO, 2009)..

Além das células T-helper, outro grupo celular é formado. As células T
regulatérias (Treg) tém funcdo de monitorar a resposta imunoldgica e prevenir sua
ativacdo excessiva. Aparentemente, o numero e a funcédo das células Treg estdo alterados
nas DII. Ainda faltam estudos sobre este tipo celular (ABRAHAM e CHO, 2009;
FIOCHI, 1998; PODOLSKY, 2002; SARTOR, 2006; PALLONE, 2001).

Acredita-se que o modelo anterior DC/resposta Thl, RCUl/resposta Th2, na
verdade, varie conforme a fase patogénica da doenca, o que pode levar a adocdo de
determinada terapia bioldgica conforme a fase evolutiva da enfermidade (QUILICI,
2007).

2.7 Classificacdo das DI

Devido ao seu carater transmural e sua ampla possibilidade de localizagdo em
qualquer segmento do tubo digestivo, a DC costuma ter uma evolucdo mais grave do que
a RCUL.

A classificacdo de gravidade mais completa para RCUI é o Indice de atividade da
doenca na Retocolite Ulcerativa Idiopatica (QUILICI, 2010) e é baseada em
caracteristicas clinicas e endoscopicas, como descritas na tabela 1. O valor diagnostico
dos marcadores soroldgicos p-ANCA ou ASCA ¢ limitado, pois existe uma grande
variagdo na soroprevaléncia desses anticorpos em pacientes com DIIl. Uma metanalise
demonstrou que a combinagdo de ASCA (+) com p-ANCA (-) possui uma sensibilidade
de 54,6% para o diagnéstico de DC com especificidade de 92,8%. Por outro lado, a
sensibilidade e especificidade de uma p-ANCA (+) para RCUI foram de 55,3% e 88,5%
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respectivamente. Portanto, esses marcadores sorologicos ndo sdo recomendados
rotineiramente no diagndstico das DIl (QUILICI, 2010).

Tabela 1: indice de atividade da doenca na Retocolite Ulcerativa Idiopatica (RCUI)

ESCORE CRITERIO

FREQUENCIA DAS EVACUA(;OES
normal

1-2 vezes > normal

3-4 vezes > normal

w Nk O

>4 vezes > normal
SANGRAMENTO RETAL
nenhum

estrias de sangue

sangramento moderado

w N - O

sangramento importante

APARENCIA ENDOSCOPICA DA MUCOSA
normal

friabilidade leve

friabilidade moderada

w Nk O

sangramento espontaneo, exsudatos
AVAL. DO EXAMINADOR SOBRE ATIV. DOENCA
normal

leve

N P, O

moderada

3 grave

Legenda: Aval., avaliagdo; ativ., atividade

Em relacdo a DC, a classificacdo de Montreal (Tabela 2), modificando a de Viena,
estabeleceu critérios de topografia, idade, comportamento de doenca e complicacdes,
permitindo melhor agrupamento dos doentes, segundo fenotipo da sua apresentacao, tendo
suas caracteristicas no momento do diagndstico, significativa influéncia no curso do
processo inflamatdrio.

O TGl superior é raramente acometido variando de 0,5-5% dependendo da série. O
ileo € 0 segmento intestinal mais afetado, envolvido em até 70% dos casos. A inflamacéo
estende-se para 0 ceco e colon ascendente em 40% dos individuos. Em torno de 25% o
envolvimento é predominantemente colénico (QUILICI, 2010).

Os pacientes que possuem um comportamento ulcerativo (ndo penetrante/ ndo

estenosante) no momento do diagndstico provavelmente desenvolverdo complicacdes
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estendticas ou fistulizantes ao longo de sua doenca e portanto o comportamento da DC é

dinamico e evolutivo.

Tabela 2: Classificacdo de Montreal (2005) para Doenca de Crohn.

IDADE DO | A1 <16 anos
DIAGNOSTICO A2: 17- 40 anos
A3 > 40 anos
Modificador de TGI
Superior
LOCALIZACAO L1: ileo terminal L1+ L4
L2: cblon L2+L4
L3: ileocolbnica L3+L4
L4: TGI superior
Modificador Doenca
Perianal
COMPORTAMENTO B1: ndo penetrante / ndo | Blp
estenosante
B2: Estenosante B2p
B3: Penetrante B3p

Ndo sdo muitos os estudos prospectivos baseados em evidéncias referentes a
evolucdo clinica dos pacientes com DC, até porque ela € variavel e de dificil prognostico
(FBG, 2012). Em estudo retrospectivo, Louis et al. (2001) revendo dados evolutivos de
300 pacientes acompanhados por 1 a 25 anos, observaram que ap06s 10 anos, apenas 16%
dos casos haviam apresentado modificacdo do local do processo inflamatorio inicial.
Porém, analisados com 10 anos, 45,9% dos doentes tinham modificado o modelo das
lesGes de ndo penetrante / ndo estenosante para penetrante (29,4%) e estenosante (27,1%).
A doencga do ileo foi a que mais estenosou e a colica ou ileocolica a que mais fistulizou
(FBG, 2012).

Em trabalho igualmente retrospectivo, Beaugerie et al (2006) buscaram identificar
quais fatores, ja no diagndéstico ou surgidos durante a evolugdo em 5 anos de um grande
grupo de doentes, pudessem ser utilizados como preditivos de um curso mais grave da

doenca. Foram considerados como fatores independentes, presentes no diagnostico e
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significativamente associados com evolucdo para a incapacidade, necessidade inicial de
uso de corticoides, idade abaixo de 40 anos e presenca de doencga perianal (FBG, 2012).

O estudo Ibsen por Henriksen et al (2006) se propds a avaliar propectivamente em
5 anos portadores de DC e relacionar seus achados a classificacdo de Viena. A
classificacdo de Viena (2000) é anterior a de Montreal (2005) e s6 divide a idade em
maior e menor do que 40 anos e ndo considera os modificadores na localizagdo e
comportamento porém adota as mesmas subdivisdes nesses quesitos. Dos 200 casos
analisados, 13,5% tiveram mudanca de localizacdo da inflamagédo e 17,5% modificaram
seu comportamento. Em 28% dos casos houve necessidade de cirurgia, dos quais 50%
tinham doenca no ileo terminal.

Em estudo populacional, Thia et al (2010) acompanharam a evolucdo a longo
prazo de 306 pacientes com DC e utilizando a classificacdo de Viena, a partir de seu
fenotipo inicial, 81% tinham a apresentacdo ndo estenosante/ ndo penetrante ; 4,6% o
formato estenosante e 14% complicacdo fistulosa. O risco cumulativo para
desenvolvimento de estenose e/ou fistula na primeira parcela da populacéo foi de 22% em
1 ano, 33,7% em 5 anos e 50,8% em 20 anos de diagnostico.

Ainda ndo se sabe que fatores determinam a apresentacdo de um ou outro fenétipo
mas nessa populacdo estudada os fatores de risco observados para mudanca de
apresentagdo foram a localizacéo ileal da inflamacdo e a doenga perianal.

Acredita-se que fatores genéticos possam influenciar a forma de apresentagdo
predominante nas DIIl. Rieder e Fiocchi (2008) tém a hipotese de que a fibrose possa
também se desenvolver por via independente da ativacao imune persistente do intestino.
Em estudo coreano recente, demonstrou-se um predominio do alelo T e do genétipo TT
do gen CD14 de portadores de DIl se relacionando com uma maior frequéncia de
pancolite como apresentacdo fenotipica da RCUI (KIM; CHUNG; PAIK et al, 2012).

Outro achado interessante foi o predominio de DC em relagdo a RCUI em
portadores do polimorfismo C1236T nos individuos homozigoticos polimorficos (KANE,
2010). Se somados, sdo varios os indicios de que o genotipo realmente pode influenciar o

fenotipo nas DII.

2.8. Ogene MDR1

De acordo com o National Cancer Institute (NCI), uma alteragdo genética que ndo
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cause uma mudanca na sequéncia de aminoacidos de uma proteina, ainda assim pode
mudar a funcdo esperada desta proteina. O estudo demonstra que alteracdes envolvendo
apenas uma base nitrogenada em um gene conhecido como multidrug resistance gene
(MDR1) apesar de ndo afetar a sequéncia de sua proteina, pode alterar a capacidade desta
proteina de se ligar a certas drogas.

Essas alteracGes podem, entdo, afetar a resposta ao tratamento com varios tipos de
medicamentos. As alteracdes examinadas no estudo mencionado sdo conhecidas como
polimorfismo de base Unica (do inglés single nucleotide polymorphisms — SNPs) e séo
muito comuns. Como algumas dessas SNPs podem néo alterar a sequéncia do DNA, sdo
também chamadas de alteracdes silenciosas. Entretanto, essas alteragdes podem modificar
profundamente a atividade normal da célula (KIMCHI-SARFATY C. et al, 2006).

Um cdédon é formado por uma sequéncia de trés bases nitrogenadas do RNA
mensageiro que codificam um determinado aminoacido. A associacdo de aminoacidos
gera uma proteina, como, por exemplo, a P-glicoproteina (Pg-P). Um SNP, entdo, € uma
alteracdo de uma Unica base na sequéncia de um gene, como o0 MDR1, que resulta em um
codon alterado que pode ou nao alterar um aminoéacido.

Sabe-se que diferentes codons podem codificar um mesmo aminoacido, portanto,
algumas alteragBes na sequéncia do DNA n&o alterariam o aminoécido. Acredita-se que a
funcdo da proteina gerada é modificada porque a célula é forcada a ler um cédon diferente
do habitual para gerar a mesma sequéncia de aminoacidos, o que poderia gerar uma
alteracdo nesse ritmo de formacdo, com uma maior chance de alterar a conformacédo da
proteina gerada (KIMCHI-SARFATY C. et al, 2006).

Um gene ¢é formado por dois alelos de DNA e quando a sequéncia dessas bases
nitrogenadas é a mesma em ambos os alelos, sdo considerados homozigotos. Quando ha
uma mudanca de uma base nitrogenada em um alelo séo chamados de heterozigotos e nos
dois alelos sdo homozigotos polimérficos, sendo os alelos que mantem a sequéncia de
bases original denominados de homozigotos selvagens.

Em outra linha de pesquisa do NCI, observou-se que apesar de um sucesso inicial
do tratamento com alguns quimioterapicos, muitos tumores desenvolviam uma resisténcia
a estes quimioterapicos apds alguns ciclos de tratamento. Descobriu-se, entdo, que uma
das maneiras de se adquirir essa resisténcia era expelindo essas drogas atraves de bombas
transportadoras na membrana celular (KIMCHI-SARFATY; OH; KIM; 2007).

Uma dessas bombas é chamada Pg-P, que é produzida pelo gene MDR1,
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contribuindo para cerca de 50% da resisténcia a drogas em pacientes com cancer. A Pg-P
age prevenindo o acumulo de drogas nas células, seja por uma habilidade alterada de
interacdo com certas drogas ou por alteracdo da regulacdo da bomba atraves da interagédo
com moléculas inibidoras de bomba (WEERSMA et al, 2007).

A Pg-P é uma proteina transportadora ATP dependente da familia ABCB1
codificada pelo gene MDR1, que tem 209 kb e fica situado do cromossoma 7q (BODOR,
KELLY:; HO, 2005). A Pg-P é expressa em varios tecidos como os intestinos, rins, figado,
linfocitos e em células que formam a barreira hemato-encefalica e parece ter fundamental
importancia no controle de absorcdo de medicamentos por estes tecidos (POTONIK et al,
2003).

A Pg-P situada na regido apical de linfécitos e células epiteliais intestinais por
exemplo, transporta ativamente os corticosterdides e outras drogas para fora dessas
células, reduzindo a sua eficadcia (FARRELL et al, 2000) e gerando uma possivel
explicacdo para a resisténcia aos corticoides nas DIl (FARRELL; KELLEHER, 2003).

Farrel (2003) observou ainda que o polimorfismo C3435T apresentava
significativa correlacdo com a expressdo de Pg-P em individuos saudaveis. Assim,
concluiram que os polimorfismos do gene MDR1 podem alterar a Pg-P e essa alteracédo
influenciar a entrada e saida de medicamentos nas células intestinais.

Hé& evidéncias ainda de que a inibicdo do MDR1 tem implicagdo terapéutica em
outras patologias inflamatorias cronicas, apos observacao de um significativo aumento de
linfécitos T em pacientes com colagenoses com resisténcia ao corticoide (FARRELL et
al, 2003).

Alguns polimorfismos (SNP), como o C3435T e o G2677T, estéo relacionados a
uma expressao alterada da Pg-P, enquanto outros, como o 3435TT e o GG2677, estdo
relacionados a uma menor expressao da atividade de Pg-P (HO et al, 2005).

A frequéncia do polimorfismo pode ainda variar conforme a etnia, como no
C3435T com uma frequéncia estimada de 26% nos caucasianos, 34% nos asiaticos e 61%
nos negros americanos (CASCORBI et al, 2001).

Sabe-se que além dos quimioterapicos, outras drogas como a prednisona, a
ciclosporina, 0 metrotrexato, a azatioprina, os inibidores de proteases, anticonculsivantes
e varios antibidticos, entre outros medicamentos, também servem como substrato para o
MDR1. Muitas dessas drogas sdo usadas nas DIl e torna-se interessante o estudo desta

possivel correlacdo (HO et al, 2005).
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Aliado a esse interesse inicial, um trabalho canadense do departamento de
pesquisa de pediatria da Universidade de Montreal observou que a modificagéo do loci 7q
na expressao génica do NF-kB1 do MDRL1 de ratos levou ao desenvolvimento espontaneo
de colite nesses animais. O fato da colite ser prevenida e revertida, ap6s o tratamento com
antibioticos reforca a idéia de que a flora intestinal é critica, tanto para a iniciacdo quanto
para a perpetuacdo do processo inflamatério e que o MDRL1 esté envolvido nesta resposta
imunolodgica da flora bacteriana intestinal habitual (OOSTENBRUG et al, 2006).

Em humanos, Langman e colaboradores (2004) utilizaram a técnica de micro
arranjo para analisar bidpsias de portadores de DC, RCUI e controles num total de 22.283
genes avaliados. A reduzida expressdo de RNAm de MDR1 em biopsias de pacientes com
RCUI concluiu que o gene MDR1 apresentava menor expressdo no célon dos portadores
de RCUI e aumentou o interesse dessa investigacdo (NOBLE et al, 2006).

Tendo em vista a significativa importancia farmacogenética do MDR1 como um
gene transportador na mediacdo da homeostase do epitélio intestinal, estudos para melhor
definir seu papel na produgéo da inflamagdo ou na resisténcia a drogas utilizadas para o
tratamento serdo de grande valia para 0 manejo de portadores de DII, tendo em vista a

base imunoldgica da etiopatogenia dessa doenca.

2.9. Tratamento Clinico

A etiologia das doencas inflamatdrias intestinais é multifatorial e a inflamacéo é o
produto final desta patogénese. Os medicamentos atuam no bloqueio ou ativagdo de
diferentes células, receptores e mediadores participantes da cascata inflamatoria visando a
interrupcdo da inflamacdo e a remissdo da doenca.

Os principais objetivos do tratamento da DC e da RCUI sédo o controle dos
sintomas, o equilibrio nutricional, a melhora da qualidade de vida e mais recentemente o
conceito de remissdo endoscopica com cicatrizacdo da mucosa. O paciente deve estar
ciente e concordante com a opgéo terapéutica escolhida visando uma maior aderéncia,
uma vez que se trata de doenca crdnica que exige tratamento continuo e por tempo
indeterminado.

O tratamento convencional € a forma de tratamento mais utilizada no Brasil e

possivelmente no mundo, na qual sdo acrescentadas drogas cada vez mais potentes, porém
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com mais possibilidades de efeitos colaterais, conforme a resposta insuficiente na etapa
anterior. Este escalonamento de medicages progressivamente mais potentes é conhecido

na literatura mundial como step up.

2.9.1 Tratamento de inducdo e manutencao sequndo atividade de doenca na RCUI

Uma parcela de cerca de 30% dos pacientes com RCUI pode ter remisséo
espontanea (QUILICI, 2007). A maioria responde ao tratamento com aminosalicilatos. Os
derivados salicilicos sdo considerados agentes de primeira linha na inducdo de remissdo
na RCUI leve/moderada

As duas classes de salicilatos estdo indicadas no tratamento de indugdo e
manutencdo de remissdo na RCUI. Em fungdo da ndo resposta completa as doses
méaximas de salicilatos estd indicada a associacdo terapéutica com outra classe de
medicamentos. A combinacdo mais utilizada é com os coticoesterdides por até 60 dias,
com retirada gradativa da droga semanalmente. A apresentacdo mais comumente usada na
fase ativa da doenca continua a ser a prednisona, na dose de inducdo de remisséo de
1mg/kg/dia, ndo devendo ultrapassar 80mg /dia. Pacientes que mantém a mesma atividade
de doenca apos 4 semanas dessas doses sao considerados cortico-refratarios. Na melhora
do quadro clinico reduzir de 5 a 10mg por semana da prednisona. Caso ndo se consiga
reduzir as doses de corticdides em 3 meses sem retorno da atividade da doenca ou se apds
3 meses do fim das mesmas haja necessidade do uso de corticoides novamente, esses
pacientes sdo considerados cértico-dependentes (ASSCHE V.G.; DIGNASS A.; PANES
J, 2010). Estudos demonstram que dentre os portadores de RCUI, um quarto (1/4) séo
dependentes de esteroides e um sexto (1/6) a eles resistentes (FARRELL; KELLEHER,
2003).

Qutros corticoesterdides tém sido estudados em virtude dos conhecidos efeitos
colaterais que os tradicionais podem gerar e entre eles a budesonida por ser mais
rapidamente metabolizada vem tendo espaco destacado na dose de inducdo de 9mg/dia. A
hidrocortisona pode ser utilizada sob a forma de enema (artesanal) ou de forma

intravenosa em casos mais graves.
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A atuacdo dos corticoides consiste no bloqueio da fosfolipase A2 na cascata do
acido araquidénico, alterando o equilibrio entre prostaglandinas citoprotetoras e
leucotrienos pro-inflamatdrios, além de estimular a apoptose de linfocitos da lamina
propria e suprimir a transcricdo de interleucinas. E uma potente droga para induzir
remissdo, porém apresenta diversos efeitos colaterais que a contra indicam como
medicamento de manutencao.

Os efeitos colaterais podem atingir a 50% dos pacientes e dentre eles, destacamos
0 aumento de peso, edema, insdnia, labilidade emocional, psicose, acne, sindrome de
Cushing, osteoporose, catarata, glaucoma, estrias, miopatia, susceptibilidade a infeccdes,
esteatose hepatica, HAS, DM e pancreatite aguda. Podem ser utilizados na gestacéo e
lactacdo (QUILICI, 2007).

A auséncia de resposta completa ao uso de corticoides orais ou a presenca de
corticodependéncia indica o inicio de imunossupressores, sendo a azatioprina 0 mais
comumente utilizado.

Em caso de ndo tolerancia ou contra-indicacdo ao uso de AZA e 6-MP podemos
utilizar outros imunossupressores como 0 metrotexate, 0 micofenolato de mofetil ou o
tacrolimus, mas ha uma maior experiéncia do uso do metrotexate, que fica como segunda
opcao de imunossupressor.

Se a atividade persistir ou houver piora do quadro clinico mesmo com otimizacdo
de salicilatos e imunossupressores o paciente sera reclassificado como em atividade
acentuada e devera ser internado para administracdo de medicacdo parenteral.

Durante a internacdo o paciente devera ser submetido a tratamento parenteral seja
com corticoides, terapia bioldgica ou ciclosporina.

Esses pacientes internados sdo considerados graves, devem ter acompanhamento
de equipe multidisciplinar e a equipe de cirurgia pode vir a indicar a colectomia em casos
de perfuracdo, hemorragia macica, megacolon toxico e doenca ativa sem resposta de

sucesso ao tratamento clinico otimizado.

2.9.2 Tratamento de inducdo e manutencao na DC
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2.9.2.1 DC com predominio da forma inflamatdria/ulcerativa

Bem como na RCUI a conduta mais empregada na pratica clinica é o step up com
adicdo progressiva de medicacGes mais potentes e com maior possibilidade de efeitos
colaterais conforme a ndo resposta ao tratamento maximo otimizado do degrau anterior
(veja esquema A). Outra conduta cada vez mais utilizada na DC é top down, com
utilizacdo de terapia bioldgica desde o inicio do tratamento, podendo mudar a historia
natural da doenca.

EsquemaA

k (infliximabe, adalimumabe) .l""-\

2 Imunossupressores
k ( azatioprina, 6- mercaptopurina,
metrotexato)

k (prednisona, deflazacort, budesonida,
hidrocortisona)

o Ammosalicilatos
k ( sulfassalazina, mesalazina oral e topica)

Esquema A - Formas de tratamento das Doencas Inflamatorias Intestinais

Na DC colbnica ou ileo-colénica de atividade leve a mesalazina pode ter boa
resposta no controle dos sintomas e deve ser mantida na manutencdo, ajudando na
prevencdo de cancer colorretal, com preferéncia para a forma de liberacdo em delgado nas
apresentacgdes ileo-colonicas. Tendo em vista a natureza transmural da DC e o conceito
atual de cicatrizacdo de mucosa, nota-se uma tendéncia mundial de inicio de
imunossupressores mesmo nas formas leves da doenca, sendo a azatioprina a medicagéo

mais utilizada.
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Em atividades moderadas a prednisona ou a budesonida podem ser utilizadas por
até 2 meses com reducdo gradativa semanal e a azatioprina se ainda ndo tiver sido iniciada
deve ser, uma vez que sua atividade 6tima ocorre a partir de 12 semanas de uso. Um tergo
(1/3) dos pacientes com DC sdo cortico-dependentes e um quinto (1/5) cértico-resistentes
(FARRELL; KELLEHER, 2003).

Em atividades acentuadas ¢ indicada a internacéo para administracdo parenteral de
medicamentos. A primeira opcdo venosa costuma ser a hidrocortisona. Na auséncia de
resposta devemos escolher conforme disponibilidade e experiéncia da equipe entre a
ciclosporina e a terapia biologica. A associacdo com antibidticos € recomendada na
suspeita de sepse e o tratamento cirdrgico pode ser indicado em casos de perfuracéo,
hemorragia maciga, megacolon toxico e doenga ativa sem resposta de sucesso ao
tratamento clinico.

Na DC de esodfago, gastroduodenal ou difusa de delgado ndo recomenda-se 0 uso
de salicilatos e os corticoides podem ser utilizados enquanto se aguarda uma otimizagédo
dos imunossupressores. Se a resposta aos imunossupressores for insuficiente devemos

acrescentar a terapia bioldgica.

2.9.2.2 DC com predominio da forma obstutiva

O exame clinico e a histéria devem diferenciar casos de obstrucdo total, com
indicacdo cirurgica de casos de suboclusdo intestinal. Dependendo da dor e da eliminacéo
de flatos e fezes, uma dieta sem residuos deve ser adotada e uma exame de imagem
solicitado caso ndo haja um estudo prévio do nivel de obstrucdo. A colonoscopia e/ou a
enterografia por ressonancia magnética (mais recomendada) ou tomografia
computadorizada avaliardo a necessidade de dilatacdo endoscOpica ou abordagem
cirurgica da lesdo. O inicio de corticoides em doses imunossupressoras quase sempre esta
indicado visando a répida reducdo do componente inflamatorio do processo obstrutivo.
Em casos de cértico-dependéncia ou cértico-resisténcia a terapia bioldgica pode ser

indicada.
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2.9.2.3 DC com predominio da forma penetrante

As fistulas podem ocorrer na regido perianal bem como entre o intestino e outros
6rgdos ou entre o intestino e a parede abdominal. E importante um estudo detalhado
destas fistulas para definir sua anatomia, identificar ou excluir abscessos associados e
classifica-las em simples ou complexas.

As fistulas perianais sintomaticas mais simples devem ter o tratamento iniciado
com antibidticos como metronidazol e/ou ciprofloxacino e podem combinar uma
abordagem cirargica como uma fistulectomia ou a colocacdo de sedenho. Ja as mais
complexas além dos antibidticos e da drenagem ha indicacdo de imunossupressores e em
caso de ndo resposta efetiva e exclusdo de abscessos, a terapia bioldgica se apresenta
como importante opcéo terapéutica. Ha descricdo de resposta clinica ao uso de talidomida
que pode ser uma opcédo alternativa. Por se tratar de uma droga teratogénica deve ser
evitada em individuos em idade fértil e sempre ser utilizada associada a métodos
anticoncepcionais.

Os pacientes intolerantes ou que ndo respondem a terapia convencional e que nao
apresentam contra-indicacfes podem se beneficiar da terapia bioldgica, como o anti-TNF
alfa intravenoso ou sub-cutaneo, efetivo na indugcdo e na manutencdo de remissdo de

pacientes com DI, além do fechamentos de fistulas na DC.
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3 METODOLOGIA

3.1 Tipo de estudo

Estudo de corte transversal com entrada prospectiva de pacientes.

3.2 Selecdo de pacientes

Foram incluidos 224 pacientes do ambulatério de doencas inflamatorias
intestinais da Disciplina de Gastroenterologia e Endoscopia Digestiva do Hospital
Universitario Pedro Ernesto (HUPE) da Universidade Estadual do Rio de Janeiro
(UERJ), 25 pacientes do ambulatério de doencas inflamatorias intestinais do Hospital
Servidores do Estado do Rio de Janeiro e 7 pacientes do ambulatério de doencas
inflamatorias intestinais do Hospital Clementino Fraga Filho da Universidade Federal
do Rio de Janeiro (UFRJ) — com diagndstico confirmado de RCUI e de DC com base
em parametros clinicos, endoscopicos, histoldgicos e radioldgicos, independente da
idade, do sexo, da duracdo, da atividade e da extensdo da doenca, no periodo de
fevereiro de 2009 a janeiro de 2011. 20 das 256 amostras foram insuficientes e
excluidas do estudo e dos 236 pacientes incluidos, 146 apresentavam DC e 90 RCUI.

Os pacientes responderam um questionario (APENDICE 1) contendo
identificacdo, sexo (género), idade (data de nascimento), diagnostico, idade ao
diagndstico, atividade de doenca, uso cronico de corticoides incluindo cortico-
dependentes e cértico-refratarios, efeitos colaterais de medicamentos em uso e historia
de cirurgia.

Para os pacientes portadores de DC, a localizagcdo da doenca foi classificada em
ileal (L1), colénica (L2), ileocoldnica (L3) ou do trato gastrointestinal superior (L4); a
forma predominante como ulcerativa/inflamatéria ou ndo estenosante/ndo penetrante

(B1), estenosante (B2) e penetrante (B3), de acordo com a classificacdo de Montreal
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(Tabela 2). A doenga perianal foi classificada a parte, sendo somada a forma
predominante. A atividade de doenca foi baseada no indice de Harvey-Bradshaw.
(QUILICI, 2010).

Para os pacientes com RCUI, a extensdo da doenca foi baseada na classificagdo
de Montreal utilizando critério modificado, combinando proctite e colite esquerda
(E1+E2) denominadas ndo pancolite com a pancolite (E3). A atividade de doenca foi
baseada no indice de atividade da doenca na RCUI, demonstrado na Tabela 1
(QUILICI, 2010).

Um consentimento livre e esclarecido foi fornecido para os voluntarios que
aceitaram participar do estudo (APENDICE II).

O projeto foi submetido ao Comité de Etica do HUPE e foi aprovado sem
restricdes (ANEXO I). O protocolo de estudo esta de acordo com os principios éticos de
pesquisa médica envolvendo humanos do Conselho Nacional de Saude e da Declaracéo
de Helsinki.

3.3 Colecdo de DNA

Foram coletados 3 tubos com 5 mL de sangue periférico (cada) de 256 pacientes
portadores de DII, para a extracdo de DNA genémico. Apds a coleta, as 256 amostras
foram estocadas a -20° no Laboratério de Toxicologia e Biologia Molecular localizado

no Departamento de Biogquimica, IBRAG, UERJ, onde foi realizada a sua analise.

3.4  Extracdo de DNA gendmico a partir de células de sangue periférico

Todo o trabalho de bancada foi realizado no Laborat6rio de Toxicologia e Biologia
Molecular, localizado no Departamento de Bioquimica do IBRAG da UERJ. Das 256
amostras coletadas, 20 tiveram material insuficiente para extracdo de DNA e foram
excluidas do estudo.

Em 5 mL de sangue coletado com anticoagulante (EDTA), adicionou-se 17,5 mL
de tampdo de lise de hemécias (155 mM NH4CI, 10 mM KHCO3; e 1 mM de EDTA - pH
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7,4 ) e homogeneizou-se levemente, deixando, em seguida, a solucéo agir por 30 minutos
no gelo.

Apds 15 minutos de centrifugacdo a 1500-1800 rpm em microcentrifuga
(centrifuga Eppendorf 5810R), descartou-se o sobrenadante. O sedimento foi ressuspenso
em 5 mL de tampdo de lise de hemécias e centrifugado a 1500 — 1800 rpm por 15
minutos. Apds a centrifugacdo, o sedimento foi ressuspenso em 3 mL de tampéo de lise
de nucleo (10 mM Tris-HCI, 400 mM NaCl, 2 mM de EDTA —pH 8,2).

Adicionou-se 80 pg de proteinase K e 150 puL de SDS 20% (p/v), deixando agir
por 12 a 16 horas a 57°C. Centrifugou-se por 10 minutos a 14.000 rpm, retirou-se o
sobrenadante e adicionou-se 1 mL de NaCl saturado. Centrifugou-se por 5 minutos a
12.000 rpm, descartou-se o sobrenadante e 0 DNA foi precipitado com 2 volumes de
etanol absoluto.

O DNA foi entdo lavado com etanol 70% para retirar o excesso de sal e seco a
temperatura ambiente. Posteriormente, 0 DNA foi ressuspenso em 200 a 500 pL de TE
(10 mM Tris-HCI e 1 mM EDTA — pH 7,5) e armazenado a 4°C. Por ultimo, foram
adicionados 0,1 mg/mL de RNase por 30 minutos a 37°C (MILLER, 1988).

Quantificacdo do DNA

Apb6s a extracdo, 2 pL do DNA foi quantificado através de leitura em
espectrofotometro (NanoVue — GE Healthcare) usando comprimento de onda igual a
260 nm. A pureza do DNA foi verificada a partir da leitura a 280 nm, que detecta
preferencialmente proteinas. Quando a relacdo das densidades Oticas, 260/280, foi igual
ou maior que 1,7 o material foi considerado puro.

Para a obtencdo da concentracdo de DNA foi considerada a relagdo de que uma
unidade de densidade 6tica a 260 nm corresponde a 50 pg/mL de DNA. A integridade
do DNA foi observada posteriormente em gel de agarose 0,8% (GIBCO BRL, Brasil)
(SAMBROOK, 1989).
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3.6 Reacdo em cadeia da polimerase — (Polymerase Chain Reaction — PCR)

As deteccdes dos polimorfismos C1236T, G2677T e C3435T do gene MDR1
foram determinadas pela técnica de PCR, utilizando-se oligonucleotideos especificos
para cada regido a ser analisada e o termociclador Veriti 96 well termo cycler (Applied
Biosystems).

A técnica de PCR foi utilizada para amplificar as regides dos DNAs genémicos
correspondentes aos exons 12, 21 e 26 do gene MDR1. Os seguintes pares de

oligonucleotideos senso e antisenso (IDT, USA) foram utilizados (Tabela 3):

Tabela 3: Pares de oligonucleotideos senso e antisenso dos exons 12, 21 e 26 do gene
MDRL1.

1° Exon 12 — C1236T
C1236T Senso: 5 CCTATATCCTGTGTCTGTG 3’
C1236T Anti-Senso: 5> CTGTGGGGTCATAGAGCCTC 3’

2° Exon 21 - G2677T
G2677T Senso: 5> AGCAGGAGTTGTTGAAATGAA 3’
G2677T Anti-Senso: 5> AGAGCATAGTAAGCAGTAGG 3’

3° Exon 26 C3435T
C3435T Senso: 5° CGAGCACACCTGGGCATC 3°
C3435T Anti-Senso: 5° GAGGCTGCCACATGCTCCCA 3°

A reacgéo de PCR foi realizada utilizando tampéo de PCR 1X (20 mM de Tris-HCI
— pH 8,4 — e 50 mM KCI — Promega, USA), 0,75 mM de MgCl, (Promega, USA), 0,2
mM de mistura de dNTPs (1 mM de dATP, 1 mM de dCTP, 1 mM de dGTP e 1 mM de
dTTP — Promega, USA), 1,5 U de Go Taqg Flexi DNA polimerase (Promega, USA) para
os polimorfismos C1236T e C3435T , 1,5 U de Platinum Taq DNA polimerase
(Invitrogen) para o polimorfismo e 2677T, além de 25 pmol de cada par de
oligonucleotideos (senso e antisenso) e 200 ng do DNA a ser analisado.

A reacdo teve 50 uL de volume final, complementada com agua deionizada estéril.
A reacdo de amplificacdo foi realizada na termocicladora Veriti 96 well termo cycler

(Applied Biosystems), com uma pré-desnaturacdo (5 minutos a 94°C), seguida de 35
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ciclos consistindo de trés etapas: desnaturagdo (30 segundos a 94°C), anelamento (30
segundos a 60°C para os exons 12, 21 e 58° C para 0 exon 26) e extensdo (45 segundos a

72°C) e um ciclo adicional por 10 minutos a 72°C.

3.7  Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose 10,8% (p/v) foi realizada com a finalidade de
verificar a qualidade do DNA gendmico extraido. Para isso, foi utilizado 1 pg de DNA
gendmico extraido de sangue periférico dos 236 pacientes.

A eletroforese em gel de agarose 2% (p/v) foi utilizada para verificar os produtos
amplificados das regides de interesse do gene MDR1. Apds a realizacdo da PCR, entéo,
foram aplicados no gel 5 uL de cada produto amplificado.

Em todos os casos as amostras foram misturadas com 1/10 do volume de tampéo
de carregamento (50% (v/v) de glicerol, 0,25% (p/v) de azul de bromo fenol e 0,25%(p/v)
de xileno cianol). Apoés aplicacdo em gel de agarose a 2 % (p/v), dissolvida em SB 1X
(200mM hidréxido de soédio — pH 8,5, ajustado com &acido bérico), as amostras foram
separadas por eletroforese a 200 VV/cm em cuba horizontal (GIBCO BRL-HORIZON-58,
USA).

O DNA foi visualizado apds coloracdo realizada por imersao em solucdo de SYBR
SAFER (5 ug /mL — Invitrogen, USA), e o resultado visualizado em transluminador de
luz UV (mod. TM-20, UVP, USA). Os resultados foram fotografados por sistema de

fotodocumentacéo (sistema Alpha Innotech, USA) e arquivados.

3.8  Purificacéo

Antes do sequenciamento, todos os produtos de PCR foram purificados com os
Kits illustra GFX™ PCR DNA e Gel Band Purification, de acordo com o protocolo do
fabricante (GE Healthcare, UK).

A cada tubo, com 100 uL de produto de PCR foram adicionados 500 uL de
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tampéo de captura. Posteriormente, essa solugdo foi colocada em uma coluna GFX
Microspin com tubo coletor e foi centrifugada a 14.000 rpm por 30 segundos. O liquido
no tubo coletor foi descartado. A coluna foi lavada com 500 uL de tampdo de lavagem
centrifugando a 14.000 rpm por 30 segundos. O tubo coletor foi desprezado e substituido
por um microtubo de 1,5 mL.

Em seguida, foram adicionados ao centro da coluna 20 uL de tampé&o de eluicéo
que ficou agindo por 1 minuto. Por fim, este material foi centrifugado a 14.000 por 1

minuto e no microtubo estava o DNA purificado.

3.9  Sequenciamento automatico

As reacOes de sequenciamento foram feitas utilizando-se o kit ET Dye Terminator
Cycle Sequencing (GE Healthcare), de acordo com o protocolo do fabricante. Para cada
reacdo foram utilizados 2 pL do produto de PCR purificado, 40 ng de um dos
oligonucleotideos (senso ou anti-senso) e 3 pL do kit.

As reacoes foram feitas no termociclador Thermo Hybaid nas seguintes condicdes:
30 ciclos de 30 segundos a 95°C e 1 minuto a 58°C. Os oligonucleotideos utilizados foram
0s mesmos da reacdo de PCR. Para cada produto foram feitas oito reacdes de
sequenciamento, quatro com oligonucleotideos senso e quatro com oligonucleotideos anti-
Senso.

Cada reacdo de sequenciamento foi precipitada com 26 uL de etanol absoluto
(MERCK) e 1 uL de acetato de amonia 7,5 M (GE Healthcare, UK) por aproximadamente
18 horas a —20°C. Apo0s esta etapa, cada reacdo foi centrifugada (EPPENDORF 5415R)
por 30 minutos a 4.000 rpm e o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi lavado com

100 pL de etanol 70% por 10 minutos a 4.000 rpm.
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Figura 1: Exemplo do cromatograma do polimorfismo 1236: A esquerda a sequéncia selvagem agggCc e a
direita o polimorfismo com troca de citosina por timina e sequéncia agggTc.

Figura 2: Exemplo de Cromatograma do polimorfismo C1236T demonstrando uma sobreposicdo de curvas

de. citosina e timina, indicativa de individuo heterozigoto

Posteriormente, o sedimento foi ressuspenso em 10 uL de tampéo Loading (GE
Healthcare, UK) e a reagdo foi injetada no sequenciador automatico MegaBACE 1000

(GE Healthcare, UK). A analise das sequéncias (Figuras 1 e 2) foi feita utilizando o

programa Chromas®.

! Disponivel em: <http://www.technelysium.com.au/chromas.html>. Acesso em: 19/03/2011.
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3.10 Anadlise Estatistica

O teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 4) foi feito utilizando o software

Genepop (Genepop web versao 3.1).

Para a avaliacdo dos outros dados, foi utilizado o software SPSS 17.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, EUA). A distribuicdo das caracteristicas individuais foi avaliada por
estatistica descritiva simples. As diferencas entre as distribuicdes das varidveis
selecionadas foram avaliadas pelo teste de qui-quadrado para dados categoricos. Todos 0s
testes foram bi-caudais, considerando como estatisticamente significativos valores de p
inferior a 0,05. As associagdes de genotipo-fendtipo foram avaliadas através de odds ratio,
calculadas para o alelo menor em cada polimorfismo. Véarios modelos de regressao
logistica foram utilizados a fim de explorar o papel do gendtipo sobre as varidveis de

fendtipo, com a forma genotipica como varidvel dependente.
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RESULTADOS

Dentre os 236 pacientes que entraram no estudo, observamos que 146 pacientes
sdo portadores de DC enquanto 90 de RCUI. 136 sdo do sexo feminino e 100 do sexo
masculino. A idade variou entre 10 e 80 anos com média de 42,70 anos e mediana de 43
anos.

O teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 4) foi realizado utilizando o
software Genepop (Genepop web versao 3.1). O nivel de significancia de 5% para grau de
liberdade 1 € de 3,84, e uma vez que o valor do qui-quadrado é menor que este valor, a

hipo6tese nula de que a populacdo estad em equilibrio de Hardy-Weinberg ndo € rejeitada.

Tabela 4: Polimorfismos C1236T, G2677T/A, e C3435T do gene MDRL1 distribuidos pela

frequiéncia dos alelos em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Polimorfismo HzS HTz HzP n Frequéncia X? p
do Alelo
C T
C1236T C:C CT T:T
Observado 99 103 30 232 065 035 074 0.39
Esperado 93 107 31
G2677T/IA G:G G:T/A TIATIA
Observado 94 116 25 235 067 033 186 0.17
Esperado 93 109 32
C3435T C:C CT T:T
Observado 93 83 31 207 061 039 103 031
Esperado 78 99 30

Legenda: HzS, homozigoto selvagem; HTz, heterozigoto; HzP, homozigoto polimérfico; X*, qui-quadrado

Na tabela 5 observamos a frequéncia dos alelos nas populagdes do estudo. Das 236
amostras avaliadas, na DC, para o polimorfismo C1236T, 57 apresentaram genotipo
homozigoto selvagem, 25 homozigoto polimoérfico e 63 heterozigoto. Para o polimorfismo
G2677T, 59 apresentaram gendtipo homozigoto selvagem, 18 homozigoto polimérfico e
68 heterozigoto. Ja para o polimorfismo C3435T, 52 apresentaram genétipo homozigoto
selvagem, 19 homozigoto polimdrfico e 52 heterozigotos.
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Tabela 5: Analise dos polimorfismos do gene MDR1 no diagnéstico diferencial das DII.

MDR1 HzS HTz HzP p
Polimorfismo
C1236T C:.C CT TT
DC (n=145) 57 63 25 0.036
RCUI (n=87) 42 40 5
G2677T/A G:G G:T/A T/A:T/A
DC (n=145) 59 68 18 0.442
RCUI (n=90) 35 48 7
C3435T C:.C CT TT
DC (n=123) 52 52 19 0.645
RCUI (n=84) 41 31 12

Legenda: HzS, homozigoto selvagem; HTz, heterozigoto; HzP, homozigoto polimarfico.

Na RCUI, para o polimorfismo C1236T, 42 apresentaram gendtipo homozigoto
selvagem, 5 homozigoto polimérfico e 40 heterozigoto. Para o polimorfismo G2677T, 35
apresentaram gendtipo homozigoto selvagem, 7 homozigoto polimorfico e 48
heterozigoto. Ja para o polimorfismo C3435T, 41 apresentaram genétipo homozigoto
selvagem, 12 homozigoto polimdrfico e 31 heterozigotos.

Dos 146 portadores de DC, observou-se a seguinte distribuicdo de localizacdo da
doenca (Gréfico 1): 24 tem atividade predominantemente ileal (L1), 72 ileocol6nica (L2),
38 coldnica, além de 8 pacientes com atividade em outras partes do intestino delgado e/ou
trato gastrointestinal superior. 4 pacientes tem acometimento perianal como Unica forma
de apresentacdo da doenca, enquanto em 37 a doenca perianal aparece concomitante com
manifestacbes em outros segmentos, num total de 41 pacientes com acometimento
perianal.

Dentre os portadores de DC, 50 (35%) tem como forma de apresentacédo
predominante a ulcerativa (B1), 42 (30%) a estenosante (B2) e 49 (35%) a penetrante (B3)
(Grafico 2). Na DC, 52 desses 146 pacientes ja sofreram alguma cirurgia, 32 foram
considerados cortico dependentes/refratarios e 45 tiveram algum efeito colateral as

medicacdes que ja tenham utilizado como tratamento especifico da DC.
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Gréfico 1 : Localizacdo da Doencga de Crohn (n=146)
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Gréfico 2: Formas de apresentacdo predominantes encontradas nos pacientes com Doenca de Crohn
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Tabela 6: Associagdes gendtipo — fenttipo de C1236T do MDR1 em pacientes com DC

MDR1 Polimorfismo C1236T HzS HTz p OR HzP p OR

Género

Masc (n=60, 41.4%) 22 27 0.635 1.19 11 0646 1.25
Fem (n=86, 58.6%) 35 36 14

Idade na data do diagnostico

<40 (A1) (n=74, 51.0%) 28 37 0291 147 9 0.271  0.58
>40 (A2) (n=71, 49.0%) 29 26 16

Localizacdo

fleo Terminal (L1) (n=24, 16.9%) 11 12 0.930 0.96 1 0.063 0.17
Célon (L2) (n=72, 50.7%) 27 29 0802 0.91 16 0215 1.84
Ileocoldnica (L3) (n=38, 26.7%) 14 18  0.664 1.20 6 0.889 0.92
Trato Gl alto (L4) (n=8, 5.6%) 3 3 0.880 0.88 2 0.662 151
Comportamento

Ulcerativa (B1) (n=49, 34.8%) 17 23 0481 132 9 0566 1.34
Estenosante (B2) (n=42, 29.8%) 20 17 0.299 0.66 5 0.172 0.46
Penetrante (B3) (n=50, 35.4%) 18 22 0.753 1.13 10 0.445  1.47
Atividade da Doenca

Moderada/severa (n=28, 19.3%) 9 15 0.272 1.67 4 0980 1.02
Leve/Remisséo (n=117, 80.7%) 48 48 21

Cirurgia devido a DC
Sim (n=52, 35.9%) 25 18  0.081 051 9 0.506 0.72

N&o (n=93, 64.1%) 32 45 16

Doenca Perianal
Sim (n=41, 28.9%) 17 17 0.725 0.87 7 0915 0.94
Né&o (n=101, 71.1%) 39 45 17

Uso Cronico de Corticoide
Sim (n=32, 23.5%) 10 15 0433 1.43 7 0.266 1.88
Né&o (n=104, 76.5%) 43 45 16

Efeitos Colaterais
Sim (n=45, 30.8%) 17 21 0.636 1.21 7 0.867 0.92
Né&o (n=99, 68.8%) 40 41 18

Legenda: HzS, homozigoto selvagem; HTz, heterozigoto; HzP, homozigoto polimérfico; OR, odds ratio;
Masc, masculino; Fem, feminino, DC, Doenga de Crohn; todas as comparagdes foram feitas em relacdo ao

grupo de homozigotos selvagens.

Dos 90 portadores de RCUI, em relacdo a localizagdo da doenga, 44 sdo do tipo
pancolite e 43 ndo-pancolite. Na RCUI, 2 foram submetidos a cirurgia, 36 sdo cértico
dependentes/refratarios e 17 tiveram algum efeito colateral as medicagGes que ja tenham
utilizado como tratamento especifico da RCUL.
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Tabela 7: AssociagOes genotipo- fen6tipo de G2677T/A do MDR1 em pacientes com DC

MDR1 SNP G2677T/A HzS HTz p OR HzP p OR
Género
Masc (n=60, 41.4%) 20 33 0.081 1.89 7 0.664 1.27
Fem (n =86, 58.6%) 40 35 11
Idade na data do diagndstico
<40 (A1) (n=74, 51.0%) 28 37 0.434 1.32 9 0.850 111
>40 (A2) (n=71, 49.0%) 31 31 9
Localizacdo
ileo Terminal (L1) (n=24, 16.9%) 12 10 0.373 0.66 2 0.345 0.47
Colon (L2) (n=72, 50.7%) 32 34 0.548 0.80 8 0.385 0.63
lleocoldnica (L3) (n=38, 26.7%) 11 21 0.126 1.91 6 0.215 2.09
Trato Gl alto (L4) (n=8, 5.6%) 4 2 0.296 041 2 0.576 1.66
Comportamento
Ulcerativa (B1) (n=50, 35.5%) 14 30 0.019 2.49 6 0.381 1.68
Estenosante (B2) (n=41, 29.0%) 21 15 0.077 0.49 5 0.573 0.71
Penetrante (B3) (n=50, 35.5%) 22 22 0.504 0.78 6 0.805 0.87
Atividade da Doenga
Moderada/Severa (n=28, 19.3%) 8 16 0.152 1.96 4 0.375 1.82
Leve/ Remissdo (n=117, 80.7%) 51 52 14
Cirurgia devido a DC
Sim (n=52, 35.9%) 26 19 0.058 0.49 6 0.418 0.63
N&o (n=93, 64.1%) 33 49 12
Doenca Perianal
Sim (n=41, 28.9%) 16 18 0.841 0.92 7 0.305 1.79
Nao (n=101, 71.1%) 41 50 10
Uso Cronico de Corticoide
Sim (n=32, 23.5%) 13 13 0.847 0.92 6 0.221 2.08
N&o (n=104, 76.5%) 45 49 10
Efeitos Colaterais
Sim (n=45, 30.8%) 19 23 0.899 1.05 3 0.188 0.41
N&o (n=99, 68.8%) 39 45 15

Legenda: HzS, homozigoto selvagem; HTz, heterozigoto; HzP, homozigoto polimérfico; OR, odds ratio;

Masc, masculino; Fem, feminino, DC, Doenga de Crohn; todas as comparagdes foram feitas em relacdo ao

grupo de homozigotos selvagens.
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Tabela 8: AssociacOes genotipo-fenotipo de C3435T do MDR1 em pacientes com DC

MDR1 Polimorfismo C3435T HzS HTz p OR HzP p OR
GEnero
Masc (n=49, 39.8%) 22 18 0.4290 0.72 9 0.703 1.23
Fem (n=74, 60.2%) 30 34 10
Idade na data do diagnostico
<40 (A1) (n=61, 49.6%) 24 27 0.556 1.26 10 0.628 1.30
>40 (A2) (n=62, 50.4%) 28 25 9
Localizacdo
fleo Terminal (L1) (n=21, 17.5%) 8 10 0.703 1.22 3 0.956 0.96
Colon (L2) (n=61, 50.8%) 26 26 0.758 0.88 9 0.673 0.80
lleocoldnica (L3) (n=33, 27.5%) 12 15 0.621 1.25 6 0.552 1.42
Trato Gl alto (L4) (n=5, 4.2%) 3 1 0.279 0.30 1 0.892 0.85
Comportamento
Ulcerativa (B1) (n=43, 35.5%) 18 19 0.954 1.02 6 0.730 0.82
Estenosante(B2) (n=34, 28.1%) 13 11 0.564 0.76 10 0.036 3.16
Penetrante (B3) (n=44, 36.4%) 19 22 0.657 1.20 3 0.076 0.31
Atividade da doenga
Moderada/severa (n=23, 18.7%) 6 11 0.184 2.06 6 0.046 3.54
Leve/Remisséo (n=100, 81.3%) 46 41 13
Cirurgia devido a DC
Sim (n=45, 36.6%) 20 20 1.000 1.00 5 0.342 0.57
N&o (n=78, 63.4%) 32 32 14
Doenga Perianal
Sim (n=37, 30.6%) 17 16 0.780 0.89 4 0.378 0.57
Nao (n=84, 69.4%) 34 36 14
Uso Cronico de Corticdide
Sim (n=30, 26.1%) 10 12 0.789 1.14 8 0.043 3.29
N&o (n=85, 73.9%) 37 39 9
Efeitos Colaterais
Sim (n=39, 31.9%) 13 22 0.071 2.14 4 0.700 0.78
N&o (n=83, 68.1%) 38 30 15

Legenda: HzS, homozigoto selvagem; HTz, heterozigoto; HzP, homozigoto polimoérfico; OR, odds ratio;
Masc, masculino; Fem, feminino, DC, Doenca de Crohn; todas as comparagfes foram feitas em relacdo ao

grupo de homozigotos selvagens.

As tabelas de 6 a 11 demonstram a analise multivariada pesquisada em cada
polimorfismo buscando possiveis associa¢cdes com caracteristicas clinicas e demograficas
dos dois grupos de pacientes: RCUI e DC, com avaliacdo dos seguintes parametros: sexo
(género), idade, localizagdo, comportamento fenotipico, atividade de doenga, cirurgia,
acometimento perianal (na DC), uso crénico de corticoides e efeitos colaterais as

medicacdes.
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Tabela 9: Associacdo de gendtipo-fendtipo de C1236T do MDR1 em pacientes com RCUI

MDR1 C1236T HzS HTz OR p HzP OR p
Género
Masc. (n=40, %) 15 24 2.70 0.027 1 0.45 0.483
Fem. (n=47, %) 27 16 4
Idade na data do diagnéstico
<40 (A1) (n=29, %) 12 16 1.67 0.275 1 0.63 0.685
>40 (A2) (n=58, %) 30 24 4
Localizacao
Pancolite (n=43, %) 22 19 1.12 0.804 2 0.67 0.671
N&o Pancolite (n=42, %) 22 17 3
Atividade da doenca
Moderada/Severa (n=14, %) 5 7 1.57 0.473 2 4.93 0.095
Leve/Remissdo (n=76, %) 37 33 3
Cirurgia devido a RCUI
Sim (n=2, %) 2 0 0 0.167 0 0 0.618
N&o (n=84, %) 40 39 5
Uso Crodnico de Corticoide
Sim (n=35, %) 4 2 0.39 0.302 0 0 0.364
N&o (n=52, %) 14 18 3
Efeitos Colaterais da medicacéo
Sim (n=17, %) 8 7 0.90 0.856 2 2.83 0.279

N30 (n=70, %)

Legenda: HzS, homozigoto selvagem; HTz, heterozigoto; HzP, homozigoto polimérfico; OR, odds ratio;
RCUI, Retocolite Ulcerativa Idiopética; todas as comparacdes foram feitas em relacdo ao grupo de

homozigotos selvagens.

Tabela 10: Associacdo geno6tipo-fenétipo de G2677T / A do MDR1 em pacientes com RCUI

MDR1 G2677T/A HzS HTz OR p HzP OR p
Género
Masc (n=40, %) 9 27 7.68 0.006 4 3.85 0.100
Fem (n=50, %) 26 21 3
Idade na data do Diagndstico
<40 (Al) (n=30, %) 17 23 0.97 0.953 3 0.79 0.782
>40 (A2) (n=60, %) 18 25 4
Localizacéo
Pancolite (n=44, %) 15 27 1.62 0.290 2 0.48 0.412
Nao Pancolite (n=43, %) 18 20 5
Atividade da doenca
Moderada/Severa (n=14, %) 4 9 1.79 0.364 1 1.29 0.831
Leve/Remissdo (n=73, %) 31 39 6
Cirurgia devido a RCUI
Sim (n=2, %) 1 1 0.74 0.832 0 0 0.651
Nao (n=85, %) 34 46 7
Uso Cronico de Corticoide
Sim (n=36, %) 4 1 0.15 0.078 1 1.63 0.717
Né&o (n=51, %) 13 21 2
Efeitos Colaterais da Medicacao
Sim (n=17, %) 7 9 0.92 0.886 1 0.67 0.725
Né&o (n=73, %) 28 39 6

Legenda: HzS, homozigoto selvagem; HTz, heterozigoto; HzP, homozigoto polimérfico; OR, odds ratio; RCUI, Retocolite
Ulcerativa Idiopatica; todas as comparacGes foram feitas em relacdo ao grupo de homozigotos selvagens.
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Tabela 11: Associacdo genotipo-fenotipo de C343T do MDR1 em pacientes com RCUI

MDR1 C3435T HzS HTz OR p HzP OR p
Género
Masc. (n=40, %) 15 18 2.40 0.070 7 2.43 0.178
Fem. (n=44, %) 26 13 5
Idade na data do diagnéstico
<40 (A1) (n=30, %) 15 12 1.09 0.853 3 0.58 0.456
>40 (A2) (n=54, %) 26 19 9
Localizacéo
Pancolite (n=41, %) 20 16 1.09 0.865 5 0.68 0.560
Né&o Pancolite (n=40, %) 19 14 7
Atividade da doenca
Moderada/Severa (n=12, %) 6 5 1.12 0.861 2 1.17 0.862
Leve/Remissdo (n=2, %) 35 26 10
Cirurgia devido a RCUI
Sim (n=2, %) 2 0 0 0.219 0 0 0.435
Né&o (n=82 , %) 39 30 12
Uso Cronico de Corticoide
Sim (n=32, %) 2 3 0.89 0.905 1 0.67 0.763
Nao (n=52, %) 12 16 4
Efeitos Colaterais da medicagdo
Sim (n=17, %) 8 7 1.20 0.751 2 0.83 0.824
Nao (n=67, %) 33 24 10

Legenda: HzS, homozigoto selvagem; HTz, heterozigoto; HzP, homozigoto polimérfico; OR, odds ratio; RCUI, Retocolite
Ulcerativa Idiopatica; todas as comparagdes foram feitas em relagéo ao grupo de homozigotos selvagens.

Nenhuma diferenca significativa foi observada nas frequéncias genotipicas para 0s
polimorfismos G2677T/A e C3435T do MDR1 na DC ou na RCUI. O polimorfismo
C1236T foi significativamente mais comum na DC do que na RCUI (p = 0,036).

Na RCUI foram encontrados mais homens nos polimorfismos C1236T e G2677T
no grupo de heterozigotos.

Foram encontradas associacOes significativas entre o polimorfismo C3435T do
gene MDR1 em pacientes com fenotipo estenosante na DC (OR: 3,16, p = 0,036), em
oposicdo ao comportamento penetrante (OR: 0,31, p = 0,076), resultado importante por
ser inédito na literatura. Dos 34 pacientes que apresentaram estenoses, 10 apresentavam o
polimorfismo do C3435T da forma homozigotica polimdrfica enquanto dos 44 com
fistulas, apenas 3 eram do tipo homozigdtico polimérfico.

Na DC, associa¢fes significativas também foram encontradas entre o
polimorfismo C3435T, a atividade moderada/severa da doenca (OR: 3,54, p = 0,046), e &
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resisténcia / refratariedade ao corticosterdide (OR: 3,29, p = 0,043) nos homozigotos
polimorficos.
Nenhuma associacao significativa foi encontrada entre os polimorfismos do MDR1

e categorias fenotipicas, atividade de doenca ou resposta ao tratamento da RCUI.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a presenca dos polimorfismos C1236T, G2677T e
C3435T, os mais conhecidos do gene MDR1, em pacientes portadores de DI,
correlacionando esses achados com possiveis associacGes de caracteristicas clinicas e
demograficas dos dois grupos de pacientes: RCUI e DC.

Identificamos a presenca dos polimorfismos C1236T, G2677T e C3435T do gene
MDR1 no DNA extraido do sangue periférico de 236 pacientes brasileiros portadores de
doencas inflamatorias intestinais.

O Brasil é considerado um pais de baixa prevaléncia das DIl e estudos desta
populagdo com uma amostra ampla de pacientes sdo de extrema relevancia, uma vez que
nossa realidade pode ndo ser refletida por trabalhos realizados em paises de maior
prevaléncia destas doencas.

Em particular, verificou-se que o polimorfismo C1236T foi significativamente
mais comum na DC em comparagdo a RCUI nos individuos homozigoticos polimorficos.
Sabemos que 10% das colites por DIl permanecem sem o diagndstico definido, ficando
classificadas como colite indeterminada (KANE, 2010). Esses individuos costumam
apresentar uma inflamacdo descontinua da mucosa coldnica que depbe contra a
classificacdo de RCUI, mas, no entanto, ndo apresentam fistulas ou estenoses e os achados
histopatoldgicos sdo inespecificos para caracterizacdo de uma das duas sindromes. Nestes
casos, costuma-se pedir o P-ANCA, mais prevalente na RCUI e 0 ASCA, mais prevalente
na DC, porém nas situacdes em que permanecer a divida e uma suspeita mais evidente do
diagndstico da DC ter validade para a ado¢do de um tratamento mais agressivo como a
terapia bioldgica, pode ser util a avaliacdo do polimorfismo C1236T , ja que demonstrou-
se um predominio de DC nestes casos.

Em relacdo aos fendtipos da DC, uma associacdo significativa entre o
polimorfismo C3435T e a forma estenosante, ainda néo tinha sido descrita na literatura.
Além disso, associac¢Oes positivas entre os polimorfismos C3435T tanto com a atividade
da doenga quanto com o uso cronico de esterdides também foram identificados em
pacientes com DC. O achado de tendéncias positivas e negativas sobre fenotipos
especificos e polimorfismos, tanto na heterozigose quanto na homozigose, sugere que
variantes do gene MDR1 podem determinar ambos os efeitos: de sensibilizagéo e protegéo
na DC.
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Evidéncias demonstram que os polimorfismos do gene MDR1 podem estar
associados com o desenvolvimento de DIl. No entanto, os estudos sobre associagdes
genéticas com os polimorfismos C3435T, G2677T/A, e C1236T produziram resultados
contraditérios, tornando os dados inconclusivos. Atualmente, varios polimorfismos do
gene MDR1 foram relatados, tendo sido o polimorfismo C3435T o mais investigado nas
DIl.

Semelhante aos nossos resultados, uma associacdo entre alelos, polimorfismos e
haplotipos do MDR1 foi relatada em doentes com DC refratarios ao tratamento, e, em
menor proporcdo, também em doentes com RCUI, numa populacdo eslovena
(POTOCNICK; FERKOLJ; GLAVAC D. et al., 2005). Em outro estudo realizado em
uma grande coorte nos Estados Unidos, os investigadores observaram uma associagao
significativa de DC com um polimorfismo contido dentro do exon 21
(G2677T/CAla893Ser/Thr), que acredita-se estar relacionada com a alteracdo do
transportador e/ou da expressdao da atividade do gene (BRANT; PANHUYSEN;
NICOLAE, et al., 2003). Em estudo de caso-controle na Espanha, uma associacao
significativa do C3435T com a DC foi caracterizada, além da identificacdo de
susceptibilidade do hapl6tipo 2677T/C3435 para a DC (URCELAY; MENDOZA,
MARTIN et al, 2006). Adicionalmente, em estudo de investigadores italianos foi
encontrada associagdo significativa do polimorfismo C3435T com a localizagéo
ileocolénica da DC (ARDIZZONE; MACONI; BIANCHI et al, 2007). Por outro lado, em
estudo realizado no Reino Unido com um grande grupo de casos-controle, 0s
polimorfismos C3435T e G2677T/A do gene MDR1, foram associados a um risco
aumentado de desenvolvimento de RCUI (ONNIE; FISHER; PATTNI, et al., 2006).
Além disso, em contraste com os resultados da presente pesquisa, estudos controlados
com coortes de pacientes europeus da Alemanha (SHWAB; SCHAEFFLERER; MARX.
et al., 2003), e da Escdcia (HO; NIMMO; TENESA et al., 2005), também sugerem uma
possivel associacdo entre o polimorfismo C3435T do MDR1 e a RCUI. No entanto, em
outro estudo italiano, os polimorfismos do gene MDR1 ndo demonstraram nenhum papel
significativo na susceptibilidade a doenga ou a resposta ao tratamento nas DIl (LATIANO
A; PALMIERI O; LATIANO T. et al., 2011).

As possiveis razdes para tais discrepancias entre os estudos podem ser atribuidas a
diferentes desenhos de estudo, tamanhos de amostra, selecdo de controles, mas também as

populacdes distintas de pacientes. Na verdade, as meta-analises foram realizadas a fim de
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tentar superar a heterogeneidade dos estudos envolvendo os polimorfismos do gene
MDR1. Ressalta-se que alguns estudos parecem revelar que as freqiéncias alélicas das
trés principais variantes diferem consideravelmente quando analisadas em populagdes
distintas. A associacdo significativa do alelo 3435T com a RCUI foi confirmada em uma
meta-analise (ONNIE; FISHER; PATTNI, et al., 2006), enquanto que em outro estudo, o
alelo 3435T e gendtipo 3435TT demonstraram estar significativamente associados a
RCUI, mas ndo a DC (ANNSE; VALVANO; PALMIERI et al., 2006). Diferencas da
frequiéncia de alelos dos polimorfismos do C3435T foram detectadas mais vezes no alelo
C (tipo selvagem) em populac6es africanas em comparagcdo com populacdes caucasianas e
populacdes asiaticas (SCHAELLELER; EICHELBAUM; BRINMANN et al., 2001). Em
estudo asiatico, perfis distintos de haplotipos e forte desequilibrio de ligagdo no locus do
gene MDR1 foram detectados em todos os trés grupos étnicos envolvidos na investigacao
(TANG; NGOI; GWEE, et al., 2002).

Em um estudo recente, também realizado no Rio de Janeiro, Brasil, com a mesma
area de recrutamento e etnia dos nossos casos de DII, 278 individuos saudéveis foram
analisados em relacdo as freqliéncias genotipicas e alélicas de polimorfismos do gene
MDRL1. Os investigadores encontraram uma distribuicdo peculiar variante, com diferencas
significativas entre C1236C e C3435T e também C1236C e C3435C, em comparagdo com
os resultados obtidos com varios outros grupos étnicos (SCHEINER; DAMASCENO;
MAIA, 2009). Neste contexto, deve-se ressaltar que os dados de populacGes de diferentes
origens potenciais, como européia ou africana, ndo podem ser considerados
representativos das freqliéncias genotipicas e alélicas dos brasileiros, devido a
heterogeneidade e, especialmente, a mistura da grande parte da populacdo brasileira
(ALVES-SILVA; SANTOS; GUIMARAES, et al, 2000 e PARRA; AMADO;
LAMBERTUCCI J.R., et al., 2003). Em conjunto com os resultados de nosso estudo,
essas observagOes ressaltam a importancia critica de analisar polimorfismos do gene
MDR1 em brasileiros e, em especial, em pacientes brasileiros portadores de DII.

Potenciais associa¢fes de genotipo-fendtipo relativas ao gene MDR1 também tém
sido investigadas com resultados contraditorios. No presente estudo, demonstramos pela
primeira vez associa¢fes positivas entre o polimorfismo C3435T tanto com cortico
dependentes/refratarios, quanto com a atividade da doenga em pacientes com DC. Em um
estudo britanico em DII, por exemplo, o alelo 2677T foi mais prevalente em casos de

RCUI e o genotipo TT foi associado significativamente com RCUI grave e a utilizacdo de
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esteroides na RCUI (ONNIE; FISHER; PATTNI, et al., 2006). Em contraste, em um
grande grupo de pacientes com DIl usando esterdides, tanto os polimorfismos C3435T
quanto G2677T/A foram avaliados sem diferencas significativas nos subgrupos ou entre
0s subgrupos, e nenhuma influéncia de qualquer polimorfismo do MDR1 foi encontrada
com relacdo a resposta ao tratamento (PALMIERI; LATIANO; VALVANO R, et al.,
2005).

Os corticoides sdo potentes inibidores da ativacdo das células T e de citocinas pro-
inflamatdrias o que os torna bastante efetivos no tratamento agudo das DII. No entanto, a
faléncia de resposta ao uso agudo ou cronico destes corticoesteroides € uma comum
indicag&o de cirurgia.

Aproximadamente 50% dos pacientes com DC e 20% com RCUI necessitaréo de
alguma cirurgia ao longo de suas vidas. Estudos demonstram que um terco (1/3) dos
pacientes com DC sdo cortico-dependentes e um quinto (1/5) cortico-resistentes. Dentre
os portadores de RCUI, um quarto (1/4) séo dependentes de esteroides e um sexto (1/6) a
eles resistentes (FARRELL; KELLEHER, 2003).

Uma das possiveis explicacBes da resisténcia aos corticoides nas DIl é o aumento
de efluxo de corticoide mediado pela Pg-P, gerando consequente diminuicdo da
concentracdo citoplasmatica de corticoides em enterdcitos com aumento da expressao do
MDR1 (FARRELL; KELLEHER, 2003).

A Pg-P situada na regido apical de linfocitos e células epiteliais intestinais
transporta ativamente os corticosterdides e outras drogas para fora dessas células,
reduzindo a sua eficécia. J& foi demonstrada inclusive, a elevada expressdo de MDR1 nos
linfcitos de sangue periférico e de enterdcitos em portadores de DC e RCUI, que
necessitaram de tratamento cirargico por faléncia de tratamento clinico (FARRELL et al,
2000).

Esse achado sugere que portadores de DII refratarios podem ndo se beneficiar dos
efeitos imunossupressores dos esteroides ou de outras drogas como a ciclosporina, por
serem essas drogas substratos comprovados da bomba de efluxo (Pg-P), que diminui a
concentracdo das medicacOes nas células. Reforgando essa teoria, observou-se que 0 uso
de inibidores da bomba ligada ao MDR1, como o PSC 833, podem aumentar o0s niveis
intracelulares de cortisol e ciclosporina nos linfécitos T e enterocitos (FARRELL et al,
2003).
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O MDRL1 tem sua expressdao mais evidente em tecidos sujeitos a exposicdo a
materiais toxicos, como o figado, os pulmdes, o intestino e os rins. A localizacdo da
bomba excretora nas superficies apicais das células serve como mecanismo de defesa para
ndo entrada de toxinas, como por exemplo, no limen intestinal.

Ha evidéncias ainda de que a inibicdo do MDR1 tem implicagdo terapéutica em
outras patologias inflamatorias cronicas, apds observagdo de um significativo aumento de
linfocitos T em pacientes com artrite reumatoide (MALILLEFERT, 1996) e nos
portadores de lupus eritematoso sistémico (DIAZ-BORJON et al, 2000) com resisténcia
ao corticoide (FARRELL et al, 2003).

Dentre os polimorfismos do MDR1 os mais estudados s&o o C3435T, C1236T e
G2677T. Observou-se que o polimorfismo C3435T apresentou significativa correlagdo
com a expressdo de Pg-P em individuos saudaveis (FARRELL et al, 2003) , corroborando
com os achados da presente pesquisa, que encontrou significancia estatistica para
pacientes cortico-dependentes com o fendtipo homozigoto polimorfico deste
polimorfismo.

Além disso, a frequéncia do polimorfismo C3435T varia conforme a etnia com
uma frequéncia estimada de 26% nos caucasianos, 34% nos asiaticos e 61% nos negros
americanos (CASCORSBI et al, 2001). Estudos populacionais do tipo coorte evidenciam
uma cortico-resisténcia variando de 20 a 40% nos caucasianos, 0 que sugere que a
farmacogenética do MDR1 pode estar influenciando este subgrupo, tendo em vista a
proximidade das taxas observadas (FARRELL et al, 2003).

A DC apresenta trés comportamentos fenotipicos habituais que podem se
manifestar de forma isolada ou concomitante nos portadores da doenga: a forma
ulcerativa/inflamatoria, a forma estenosante e a forma penetrante. A maioria dos pacientes
apresenta a forma ulcerativa, enquanto a penetrante costuma se manifestar em cerca de
30% dos doentes e a forma estenosante em apenas 10% (KANE, 2010). N&o ha consenso
na literatura sobre que fatores predispdem a uma ou outra forma fenotipica e acredita-se
que fatores genéticos possam influenciar a forma de apresentagdo predominante.
Recentemente demonstrou-se um predominio do alelo T e do gen6tipo TT do gen CD14
de portadores de DIl na Coréia em relagdo ao grupo controle sem doenca, e na analise por
subgrupos foi evidenciada uma maior frequéncia de pancolite como apresentacdo
fenotipica da RCUI (KIM; CHUNG,; PAIK et al, 2012).



55

Como j& citado, uma coorte italiana estudou diversos polimorfismos que poderiam
se correlacionar com DIl naquela populagdo. Observou-se que os polimorfismos TNFSF
15, NKX2-3, ZNF365 e PTPN2 tiveram associacao significativa com a DC, enquanto e 0s
polimorfismos PTGER4, NKX3-2, ZNF365, PSMG1 e HLA com a RCUI, e ainda que
havia correlacdo entre NKX2-3 e necessidade de cirurgia e HLA com resisténcia a
esteroides, ambos na RCUI. Além disso, na coorte de DC houve correlacdo de TNFSF15
com envolvimento col6nico e ZNF365 com predominio de apresentacdo da forma ileo-
colbnica, indicando que fatores genéticos podem influenciar a forma de apresentacdo da
DIl (LATIANO; PALMIERI et al, 2012) .

O comportamento estenosante da DC, também conhecido como forma
fibroestenotica da DC, foi associado com o NOD2, variantes e no envolvimento do
intestino delgado de pacientes com DC (ABREU; TAYLOR; LIN, et al., 2002). No
entanto, outro estudo demonstrou que o fenotipo fibroestendtico da DC, foi
significativamente associado as variantes genéticas do NOD2 e também com titulo
elevado de anticorpos contra oligomannan, OmpC, 12, e CBIR, independentemente da
localizagdo da doenca (IPPOLITI; DEVLIN; MEI, et al., 2011). Estes resultados
suportam a idéia de que a imunidade inata alterada pode ter sinergia com a perda de
tolerdncia a antigenos microbianos e a resposta imune adaptativa, favorecendo um
fendtipo especifico de DC. Idéia em parte reforcada pela teoria de Rieder e Fiocchi
(2008), que em artigo de revisdo sobre fibrose intestinal, além dos mecanismos
conhecidos de fibrose como migracdo e proliferacdo de fibroblastos, ativacdo de células
estreladas e recrutamento de fibroblastos extraintestinais, os autores destacam novos
mecanismos de producdo de fibrose, como a transicdo epitelial-mesenquimal, a
diferenciacdo de peridcitos e o recrutamento de fibrocitos e propdem ainda que a fibrose
possa se desenvolver por via independente da ativagcdo imune persistente do intestino.

Em contraste com estudos relatados até agora sobre polimorfismos do gene MDR1
na DII, outra associacdo de genotipo-fenotipo encontrada em nosso estudo foi a
associacdo positiva significativa entre o polimorfismo C3435T e a forma estenosante da
DC. Embora o mecanismo pelo qual um polimorfismo do MDR1 possa determinar um
fenotipo especifico ainda precise ser determinado, existem algumas provas de que o
MDR1 participa de uma rede bioloégica complexa com maultiplos mediadores
fisiologicamente relevantes e vias incluindo citocinas pro-inflamatérias (EVSEENKO;
PAXTON; KEELAN, 2007), endotoxinas que induzem inflamagdo (TOMITA,
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TAKIZAWA; KANBAYASHI, et al, 2012.), fatores de transcrigdo tais como NF-kB
(KUO; LIU; WEI, et al.,, 2002 e INOUE; NAKASE; MATSUURA, et al., 2009), e
cicloxigenases (ZRIEKI A.; FARINOTTI R.; BUYSE M.,2010), que podem modular a
expressao e a atividade do MDR1 em diferentes niveis. Assim, estes complexos
mecanismos reforgcam o papel fundamental da P-gp na biodisponibilidade das drogas e na
homeostasia epitelial no contexto da inflamacdo e da infecgdo. No entanto, a contribuicéo
do gene MDRL1 na resposta aos medicamentos e, possivelmente, na susceptibilidade a
fenotipos nas DI, incluindo o comportamento estenosante na DC, necessitam de maiores
esclarecimentos. O melhor entendimento desse mecanismo de producdo de fibrose pode
estimular o uso de transplante de determinadas células tronco como terapia
antifibrogénica em portadores de DII no futuro se confirmado.

Em conclusdo, os resultados do presente estudo sugerem que os polimorfismos do
gene MDR1 poderiam estar implicados na susceptibilidade a DC e no seu fendtipo
estenosante, como também estarem associados com uma resposta inadequada ao
tratamento em um grupo de pacientes com DC. A forte relagdo com a DC suporta a
existéncia de papéis adicionais para 0 MDR1 em mecanismos especificos subjacentes na
patogénese da DC, como o controle da microbiota intestinal, mediacdo e regulacdo da
fibrose. Além disso, compreender os efeitos de varios farmacos associados a estas
variantes do MDR1 pode contribuir para a prescricdo personalizada de regimes

terapéuticos.
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6 CONCLUSOES

Os polimorfismos do gene MDR1 podem contribuir com o diagndéstico das DI,
especificamente a DC. Existe predominio de DC em relacdo a RCUI em portadores do
polimorfismo C1236T nos individuos homozigéticos polimorficos.

Os polimorfismos do gene MDR1 estdo associados ao fenotipo da DC. Existe
associacdo positiva significativa favoravel a presenca de estenose e associacdo negativa
em relacdo a forma penetrante do polimorfismo C3435T, achado inédito na literatura.

Existe correlacdo dos polimorfismos do gene MDR1 na DC com a atividade de
doengca moderada/severa e com a resposta ao tratamento, observando-se associagédo
positiva do C3435T em relacéo ao uso cronico de corticoides.

A presenca dos polimorfismos do gene MDR1 ndo estd associada ao fenotipo, a
gravidade da doenca, a resposta ao tratamento ou a efeitos colaterais nos pacientes com
RCUL.
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APENDICE A - FORMULARIO DE ADMISSAO NO ESTUDO

Ficha de acompanhamento dos pacientes portadores de DI

Paciente n°:

Data de entrada no estudo:

Paciente:

N° pront HUPE:

Externo :

Data de Nascimento: Idade:
End:

Tel:

Assinou termo de consentimento: S () N ()

Inicio dos sintomas (ano): Diagnostico feito (ano):

Doenca: RCUI ( ) Extensdo da doenca: ( ) ndo pan-colite ( ) pancolite
Doenca de Crohn ( ) Forma da doenca:

( ) ulcerativa

( ) estenosante

( ) penetrante

Extensdo da doenca: ( ) ileo-colite () delgado proximal/TGI sup

() colite ()ileo ( ) perianal exclusiva

Medicacdes em uso / data de inicio/ dose:

Tabagista: () Sim ( ) Nao
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indice de atividade de doenga no momento da coleta do sangue:
RCUI: ( ) leve ( ) moderada ( ) grave ( indice de atividade da doenga na RCUI)

Doenca de Crohn: ( ) leve ( ) moderada ( ) grave ( indice de Harvey-Bradshaw)

Efeitos Colaterais:

Sindrome gripal: S () N ()

Néauseas/vomitos: S () N ()

Mielossupresao S ( ) N ()

Neutropenia: S( ) N ()

Elevacéo de transaminases/ hepatopatia: S( ) N ()

Elevacdo de Amilase/lipase S( ) N ()
Pancreatite clinica: S () N ()

Reacdo alérgica/Dermatite: S () N ()

Houve necessidade de diminuicdo da dose e/ou suspensdo da medicacdo? Qual?
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Avaliacdo antes do uso da medicacdo (se houver):

# DATA:

# Avaliacdo clinica:

Estado geral: 6timo () bom () vregular( ) ruim( ) péssimo ()

Peso : Altura:

Fadiga () Anemia () Hiporexia () Ictericia () Febre ()
Perda ponderal( )

Dor abdominal( )

NCevacuacOes/dia

Aspecto das fezes

Sangramento () Muco () Pus ()
Dor articular () Artrite ()

Alteracdes oftalmoldgicas( )

Alteracdes cutaneas( )
Aftas orais( )

Massa abdominal:

Alteracdes perianais: Fissura () Fistula( ) Abscesso ( )

Outras fistulas:

Exames de sangue (data: __ / / )

Hte: Hb:

Leuc: Seg: Bt:
VHS: PCR:

TGO: TGP:

G-GT: FA:

Amilase: Lipase:

indice de Harvey-Bradshaw (DC):
indice de atividade da doenca na RCUI:
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Avaliacdo pds tratamento:
# DATA:

# Medicacdes em uso(dose e tempo de uso):

# Avaliacdo clinica:

Estado geral: 6timo () bom () regular( ) ruim( ) péssimo ( )

Peso : Altura:

Fadiga () Anemia () Hiporexia () Ictericia () Febre ()
Perda ponderal( )

Dor abdominal( )

NCevacuacOes/dia

Aspecto das fezes

Sangramento () Muco () Pus ()
Dor articular () Artrite ()

Alteracdes oftalmoldgicas( )

Alteracdes cutaneas( )
Aftas orais( )

Massa abdominal:

Alteracdes perianais: Fissura () Fistula( ) Abscesso ( )

Outras fistulas:

# Exames de sangue (data: /[ )

Hte: Hb:

Leuc: Seg: Bt:
VHS: PCR:

TGO: TGP:

G-GT: FA:

Amilase: Lipase:

indice de Harvey-Bradshaw (DC):
indice de atividade da doenca na RCUI:
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APENDICE B: TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

& 2 % UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
& 2

N
$ € % OSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO
E T =
% UBRg & DISCIPLINA DE GASTROENTEROLOGIA E
N
% gl o7 ENDOSCOPIA DIGESTIVA

CONSENTIMENTO INFORMADO

O Sr (a) estara participando de um estudo para defesa de Mestrado intitulado: Estudo dos
polimorfismos C1236T, G2677T e C3435T do gene MDR1 no sangue de pacientes
portadores de doencgas inflamatdrias intestinais, que investiga se algumas alteragdes genéticas
podem influenciar no comportamento das Doencas Inflamatdrias Intestinais (DII). Vamos avaliar
se estas possiveis alteracdes genéticas ocorrem de maneira significativa nas DIl e buscar possiveis
associacOes com caracteristicas clinicas e demograficas dos dois grupos de pacientes: Retocolite
Ulcerativa ldiopética (RCUI) e Doenca de Crohn (DC). Pretendemos ainda, correlacionar esses
polimorfismos (material genético) com a atividade da doenca (gravidade da doenca), com a
resposta ao tratamento e com os efeitos colaterais de medicamentos nos pacientes com DI|I.

Para realizar esta avaliacdo estudaremos o0 DNA presente no seu sangue. Para isso, serdo
colhidas amostras de sangue, durante uma consulta e o material serd enviado ao laboratério para
futura analise.

Em caso de davidas, estaremos a disposicdo no Servico de Gastroenterologia e
Endoscopia Digestiva do Hospital Universitario Pedro Ernesto, no telefone 2587-6358 ou, ainda,
todas as sextas-feiras, a partir das 13 horas, no Ambulatério de Doengas Inflamatérias Intestinais.

A ndo participacdo neste trabalho ndo implicard em qualquer prejuizo ao seu
acompanhamento e tratamento. As informaces colhidas serdo sigilosas e poderdo contribuir para

melhor entendimento de sua doenga.
Li, entendi e concordo em participar do estudo.

Rio de Janeiro, __ de de 20 :

Nome Documento de identidade
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ANEXO A: APROVACAO DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO .‘
ks 5 HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO ch
e ® COMITE DE ETICA EM PESOUTSA

Rio de Janewro, 10 de De omoro de 2008

Do: Comité de Etica em Pesquisa
Prof®, Patrida Maria C. O, Dugue
Para: Prof®. Ana Teresa P. Carvalho

O Comité de Elica em Pesquisa do Hospital Universitério Pedro Emesto, apds avaliagio,
considerou 0 projeto (2310-CEP/HUPE) "LINMA DE PESQUISA EM DOENCAS INFLAMATORIAS
INTESTINAIS - FISIOPATOLOGIA DA INFLAMACAO CRONICA, MECANISMO DE AGAD DAS
DROGAS, RESPOSTAS CLINICA E EFEITOS COLATERAIS™ aprovado, encontrando-se este dentro
dos padres éicos da pesquisa em seres humanos, conforme Resolugio n.9196 sobre pesquisa
envolvendo seres humanos de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Sadde, bem como
0 consentimento ivre e esdarecido. .

0 pesquisador deverd Informar 30 Comité de Etica qualguer aconteciments ocomido mo
decorrer da pespuis.

O Comiti de Etica solicita 3 V. 5., que 20 ténmino da pesquisa encaminhe a esta comiss3o
um sumério dos resultados do projeto.
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ANEXO B: SUBMISSAO DO ARTIGO EM REVISTA

From: <clinics@hc.fm.usp.br>
Date: Wed, Oct 16, 2013 at 3:55 PM
Subject: CLINICS - Decision on Manuscript ID CLINICS-2013-0420.R2

To: heitor.souza@gmail.com

Cc: clinics@hc.fm.usp.br

16-Oct-2013

Dear Prof. Souza:

It is a pleasure to accept your manuscript entitled "Multidrug Resistance 1 Gene
Polymorphisms may determine Crohn's disease behavior in patients from Rio de Janeiro™
in its current form, for publication in CLINICS.

The publication fee for this article is R$ 2.400,00. Please print this letter, complete and
sign the DECLARACAO below, and return it attached to an email to our Editorial Office
(n.gomes@hc.fm.usp.br and clinics@hc.fm.usp.br).

Thank you for your fine contribution. On behalf of the Editors of CLINICS, we look

forward to your continued contributions to the Journal.

Sincerely,
Wagner Gattaz & Edmund Baracat
Editors, CLINICS

www.clinics.org.br
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