Processo Inflamatdério em Mucosa de Reservatorios
lleais de DoentesAssintomaticos

Inflammator y Activity of Pelvic lleal Pouches Mucosa irAsymptomatic Patients

RAQUEL FRANCO LEAL%:; MARIA DE LOURDES SETSUK®YRIZONO?* MARCIANE MILANSKI 2
JOAO JOSE FAGUNDESANDRESSACOOPE; SANDRO NUNES ANGELQ LiICIO AUGUSTOVELLOSC,
CLAUDIO SADDY RODRIGUES COY

! Mestre em Cirurgia, Residéncia Médica em Coloproctologia pela Universidade Estadual de Campinas (UNFKCAMP);
Professor DoutqrGrupo de Coloprctologia - DMAD —UNICAMP? Pés-graduagdo em Clinica Médica pela UNICAMP;
4 Professor Livre Docente, Grupo de Coloproctologia, DMAD-UNICAMRestre em Cirurgia - Grupo de
Coloproctologia, DMAD — UNICAMP? ProfessorAssociado, Depaamento de Clinica Médica, FCM-UNICAMP

LEAL RF;AYRIZONO MLS; MILANSKI M; FAGUNDES JJ; COOPE; ANGELO SN;VELLOSO LA; COY CSR. Processo Inflama-
tério em Mucosa de Reservatdrios lleais de DoekdsmtomaticosRev bras Coloproct, 2008;28(4): 443-448.

RESUMO: A inflamacgao inespecifica do eservatorio ileal (Rl) apds etocolectomia total € a complicacdo pds-operatéria mais
comum nos doentes operados por retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI). Os mecanismos imunolégicos envolvidos na etiologia
ndo sao totalmente conhecidos. Objetivévaliar a ativacdo de SAT-1 e a expessao da citocina INFyem mucosa de Rl endoscopica

e histologicamente normal, de doentes operados pBCUI e PAF, assintomaticos. Casuistica e Método: Estudou-se 18 doentes
submetidos & etocolectomia total com Rl em “J”, sendo nove com RCUI e nove com polipose adenomatosa fami(l@aF).
Realizou-se bidpsias da mucosa dos Rl e de ileo terminfs. expressdes de INFye a ativacéo de SAT-1 foram avaliadas pormeio

de imunoblot de extrato piotéico total. ResultadosA ativagao de SAT-1 foi maior em mucosa de Rl de doentes operados fRCUI,
guando comparada aos gruposA&F e Controle (p<0.05)A expressao de INFyfoi maior no grupo RCUI quando comparada ao grupo
Controle (p<0.05), mas nédo emetacdo ao grupo RF (p>0.05). Conclusdo: Estes achados podem justificammaior susceptibilida-

de dos doentes com RCUI a inflamagéo inespecifica do Rl quando comparados aodguwores de RF, sendo a principal via
inflamatoria similar a verificada na RCUI.

Descritores:Retocolite ulcerativa; polipose adenomatosa familiar; reservatorio ileal; bolsa ileal; bolsite; citocinas.

INTRODUCAO cipalmente em RCUI, atingindo até 60% de ocorréncia,
enguanto que apenas 5% dos portadoreABaRpre-

Retocolectomia total com confeccéo do reser-sentam’ 39101 A etiologia ndo é totalmente esclarecida
vatério ileal (RI) é o procedimento de escolha para do-€ o diagnéstico é clinico, porém deve ser confirmado
entes com retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI) compelos achados endoscopicos e histoloditss.
intratabilidade clinica, e para aqueles com polipose A diferenga da incidéncia de “bolsite” entre 0s
adenomatosa familiar &) que apresentam, em geral, doentes com RCUI edF tem levado alguns autores a
mais que vinte polipos retdid4*fEntretanto, a infla-  hipdtese de que possa haver similaridade entre esta
macao inespecifica primaria do RI (“bolsite”) € uma dascomplicacdo e a prdpria doenca inflamatéria intestinal
complicagdes mais comuns apos este procedimento prirde base2
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As citocinas pré-inflamatoérias e as vias de si- Fragmentos de ileo do RI e de ileo terminal
nalizagdo celular envolvendo o grupo de proteinaforam congelados em nitrogénio liquido, e armazena-
ativadoras de transcricdo nuclear A3T apresentam dos a -86C, no Laboratdrio de Sinalizacao Celular —
papel importante na etiopatogenia da RCUI. Especifi-FCM UNICAMP, para posterior homogeneizacédo em
camente, niveis elevados de InterfeéofiNF-y) e tampdo de imunoprecipitado contendo 1% d®n
STAT-1 foram detectados em amostras de mucosa inX 100, 100mM déTis (ph 7,4), 100mM de pirofosfato
testinal de doentes portadores de doenca inflamatéride sédio, 100mM de fluoreto de sddio, 10mM de
intestinal, particularmente em RC®B£° No entanto, EDTA, 10mM de vanadato de s6dio, 2mM de PMSF
poucos estudos tém avaliado o processo inflamatéri@ 0,1mg/ml de aprotinina 4@ O homogeneizado foi
em mucosa de Rl com ileite do reservatorio e nas conentdo centrifugado &1000 rpm por 20 minutos. No
digbes de doentes assintomatiédd, e determinado sobrenadante foi determinada a concentragéo de pro-
se ha correlagdo com a RCUf? teina utilizando o método de Bradfdfde posterior-

Assim, com a finalidade de avaliar o processomente preparou-se amostra contendo 100ig para se-
inflamatorio em mucosa de RI de doentes operadoparacdo por SDSAGE. As amostras foram diluidas
por RCUI e RF com o transito ileoanal reconstruido, em tampéao de Laemmli, contendo 100mmol/L de
assintomaticos, determinou-se a expressao da citocin@TT. ApGs rapida fervura, foram aplicadas em gel
pré-inflamatéria IFNy e do fator de transcricdo nucle- de poliacrilamida para separacao por eletroforese
ar doTNF-a, STAT-1, comparando-osas condicbes (SDS-FAGE). As proteinas separadas em SDS-

de doenca acima citadas, e em grupo controle. PAGE foram transferidas para membrana de
) ) nitrocelulose, em aparelho de transferéncia da BIO-
CASUISTICAE METODOS RAD. A membrana de nitrocelulose foi incubada

“overnight” com 10il de anticorpo especifico (anti-

Biopsias de mucosa de RI foram obtidas de novelFN-y, anti-STAT-1). A ligacdo do anticorpo a pro-
doentes portadores de RCUI assintomaticos, com méeinas nao-especificas foi minimizada pela pré-incu-
dia de idade de 48,7 (31-63) anos, sendo 55,6% do sexmacdo da membrana de nitrocelulose com tampéao
feminino, e de nove portadores dAR? também  de bloqueio (5% de leite em p6 desnatado; 10 mmol/
assintomaticos com média de idade de 33,8 (21-59) ands de Tris; 150 mmol/Lde NaCl; 0,02% d@ween
e 55,6% do sexo feminino. O tempo de seguimento p6s20) por 1,5 hord3#¢
operatorio foi de 73,1 (24-168) meses. Os reservatorios Os reagentes para separacdo das proteinas em
ileais foram do tipo “J”, e a arcada vascular do célongel de poliacrilamida e imunoblot foram da Bio-Rad
direito foi preservada como complementacao a irriga-Laboratories (Richmond, CAjprotinina,Triton X-100,
¢do sanguinea do ileo termiffah mucosectomia foi  Tween 20, glicerol foram adquiridos da Sigmal(8uis,
realizada e a anastomose ileo-anal foi confeccionad®O). O papel de nitrocelulose (BA85, in® foi da
manualmente. Os pacientes haviam sido submetidos Amersham (Alesbury UK). Os anticorpos anti-
reconstrugdo de transito, com fechamento da ileostomighospho-SAT-1 (sc-7988, goat policlonal) e anti-IFN-
de protecdo ha mais de um afh@uséncia de ileite do a(sc-9344, goat policlonal) foram adquiridos da Santa
RI foi observada clinicamente, além da analiseCruz Biotechnologylnc. (Santa Cruz, CA).
endoscopica e histolégica realizada de acordo com o O sinal foi detectado por meio de reacéo de
indice deAtividade da lleite do RI, proposto por Sandborn quimioluminescéncia utilizando os reagentes da
e col?®. O grupo controle foi composto por nove indivi- SuperSignal®Wst Pico Chemiluminescent Substrate
duos com ileo-colonoscopia hormal, sendo a média dela Pierce Biothecnologync. Rockford.As bandas
idade de 40,9 (26-58) anos e 55,6% do sexo femininocautoradiografadas foram quantificadas por meio de
As bibpsias foram obtidas do ileo distal. densitometria 6ptica (Gel-PAmalyzer 3.1 software -

O estudo foi realizado pelo Grupo de Exon-Intron Inc., Farrell, MD).
Coloproctologia e Laboratorio de Sinaliza¢éo Celular Os resultados foram notificados como média
da Universidade Estadual de Campinas e aprovado pelcom variacdo do erro padrdo. Utilizou-se andlise de
comité de ética local registrado scdtbd3/2005 com  variancia, seguida de testeld&key-Kramer para com-
adendo em 2007odos os pacientes assinaram o ter paracdes multiplas de médias. Nivel de significancia
mo de consentimento informado. de p<0,05.
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RESULTADOS [FN-y

Media e Erro Padrao

A andlise das bandas auto-radiografadas por
meio de densitometria 6ptica mostrou os seguintes da-
dos arbitrarios em relacdo a expressao deyiieNa
ativagcao de SAT-1 nos diferentes grupos (RCUAP
e Grupo Controle), conforme as figuras ao lado.

A expressao da ativacéo deAFT1 foi signifi-
cativamente maior nos reservatoérios ileais dos doentes
portadores de RCUI quando comparada a dos Grupos
PAF e Controle (p<0,05Além disso, os doentes com
RCUI apresentaram maior expressao de {Fia
mucosa do RI, quando comparados ao Grupo Controle
(p<0,05).Apesar de haver uma tendéncia da expres-
sao de IFNy ser maior no Grupo RCUI que erAR
foi considerada similar pelos testes éstiabs (p>0.05).

250

200

Unidades Arbitrarias

DISCUSSAO

A etiologia da ileite primaria do reservat6rio ” Controle PAF RCUI
permanece ainda desconhecida e de certa forma, este
fato interfere no aprimoramento e desenvolvimento daFigura 1 —Expressao de INf-em mucosa de reservatorio ileal
profilaxia e tratamento apropriados para esta impor_n(jrmal dos Gupos Contole, FAF e RCUI. Para todas as condi-
tante complicacdo do pés-operatério da cirurgia do R1$98S: 09, "p<0.05 vs Cortk § p<0.05 vs AP
principalmente em doentes com RCURO diagnds-
tico prévio de RCUI parece ser fator de risco, uma vez STAT-1
gue a freqiiéncia da “bolsite” € maior entre os doentes -
portadores de RCUI, quando comparada aof\&&P
Permanece topico de discussdo se a inflamacéo da r"'-'
mucosa do RI representa recidiva da RCUI no reser- i
vatério, ou seria uma nova forma de doenca inflamato- .
ria intestinal 3°38 a5 &%

A inflamag&o da mucosa colica em RCUI en-
volve elevados niveis de citocinas pro-inflamatérias
como IFNy e de ativadores da transcri¢do nuclear de
TNF-a, como SRAT-1.262849 20

As expressfes de IFide STAT-1 tém sido
verificadas em doencas inflamatorias intestinais, espe-
cialmente em RCUI. No entanto, poucos estudos ava-
liam a atividade imunoldgica no Rl e se ha tendéncia a
ativacao de vias inflamatorias especificas em mucosa
de RI de doentes assintométicos. Relata-se na literatu- e
ra, que o desenvolvimento da ileite do Rl esta relacio-
nado com niveis locais elevados de TiAL-1beta,
IL-6 e |L-8.318233353642Pgcientes comAF, entre- 1
tanto, demonstram menor expressao de citocinas proé-
inflamatorias, correlacionando com a menor incidénciag;y 4 2 — Ativacio de SAT1 em mucosa desewatério ileal

desta complicacdo pos-operatoria neste grupo d@ormal dos Gupos Coniole, AAF e RCUI. Para todas as condi-
doentes. ¢bes, n=09, *p<0.05 vs Cormtf, § p<0.05 vs AP

Média & Ermo Padriia

Unitades Arbitrarias

Corrole FAF RCELI
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Apesar da citocina pré-inflamatéria TNF-  entre RCUI e RF, poderia ser explicado pelos doentes
apresentar importante papel nas vias inflamatorias daserem assintomaticos neste estédém disso, a dife-
doencas inflamatorias intestinais, If\barece estar renga entre as expressfes poderia ndo ser detectada na
envolvido de forma mais especifica na RCAIEm auséncia de inflamacao endoscopica e histologica. Desta
disso, SRAT-1 e ndo NF-KB (fator nuclear KB) tem forma, constatou-se uma tendéncia a inflamacao nos R
sido associado a principal via responsavel de transcride portadores de RCUI, sendo a via envolvida similar &
¢do nuclear do TNIB-em RCUI, sendo ativado pelo encontrada na RCUI ativa, podendo explicar a ocorrén-
IFN-y.28305051Davido a estes fatos, alguns autores témcia maior de “bolsite” nestes casos.
estudado a expressao de IFM-STAT-1 em RI, de-

terminando niveis elevados destas proteinas nas condi- CONCLUSAO

¢Oes de ileite do RI em portadores de REWPo-

rém, somente um estudo reportou a expressao dg IFN- Por fim, pode-se demonstrar que apesar das
em RI de RF.* Nenhum avaliou SAT-1 em RAF. condicdes clinicas, histologicas e endoscépicas nédo in-

No presente estudo, avaliou-se a expressado déamatérias, os doentes portadores de RCUI operados
IFN-y e a ativacéo do fator de transcricAAETL em apresentam atividade inflamatéria subclinica nos RI, que
mucosa ileal normal de Rl de doentes com RCWIFe P é semelhante ao verificado em mucosa colica de RCUI.
Observou-se expressao de Iffldumentada nos doen- Além disso, comparando dois grupos de doentes que se
tes com RCUI quando comparada ao controle de ileaiferenciam quanto a ocorréncia de ileite do RI, pode-se
distal normal. Corroborando este achado, a expressaobservar as diferencas moleculares no que se refere ao
de SAT-1, dependente da citocina IRNpara sua ati-  processo inflamatorio especifico envolvido, aprimoran-
vacao, foi também maior em RCUI. Este dado é extredo o conhecimento destas complexas doencas.
mamente interessante, pois mesmo em condic¢des clini-

cas favoraveis, os niveis locais de lifH-STAT-1? no AGRADECIMENTOS
RI foram maiores nos portadores de RCUI, quando se
comparou a &F. IFN-y, juntamente comNF-a, sdo Agradecimentos a enfermefal. N. Domingues

conhecidos como citocinas responsaveis pelas fases inloAmbulatorio de Doencas Inflamatdrias Intestinais - Grupo
ciais de instalacéo do processo inflamatorio, recrutandale Coloproctologia, UNICAMP pelo auxilio técnico, e
e ativando mondcitos, desta forma, induzindo a expresa Fundagcdo damparo & Pesquisa do Estado de Sao
sdo de outras citocinas pro-inflamatorias. O fato da exPaulo e ao Fundo dgoio ao Ensino, Pesquisa e Ex-
presséo de IFN-h&o ter sido diferente estatisticamente tensdo da UNICAMP pelo auxilio financeiro.

ABSTRACT: Pouchitis after total retocolectomy is the most common complication in ulcerative colitis (UCyhe immunological
mechanisms involved in the genesis of pouchitise@munclear Purpose:To evaluate SAT-1 activation and IFN-& expiession in
normal ileal pouch mucosa. Methods: Eighteen asymptomatic patients submitted to total retocolectomy and J pouch, were
evaluated, being nine with UC and nine with AP. The activation of STAT-1 and expressions of the cytokine wer determined by
immunoblot of total protein extracts from pouch mucosal biopsies. Results: &T-1 activation was inceased in UC, when
compared to FAP and controls. Higher levels of IFNy expression wee observed in UC when compad to control group, but was
similar to FAP. Conclusions:These findings could explain a highesusceptibility to this inflammatory complication in UC when
compared to FAP, which may be similarto UC disease.

Key Words: Ulcerative colitis; familial adenomatous polyposis, ileal pouch, pouchitis, cytokines.
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