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Resumo

Justificativa: A doenca inflamatéria intestinal (DIl) representada pela retocolite
ulcerativa (RCU) e pela Doenca de Crohn (DC) caracteriza-se por ser uma
doenca imunolégica sistémica que apresenta as principais manifestacées ao
nivel do trato gastrointestinal. E uma doenca multifatorial onde fatores genéticos
interferem na predisposicdo ao desenvolvimento dos diferentes sintomas
presentes nessas patologias. Alguns genes relacionados ao sistema imune ja
foram indicados como alvos potenciais no desenvolvimento da DIl. A molécula
de HLA-G é uma delas. Apesar de apresentar distribuicdo tecido especifica e
polimorfismo limitado comparado as moléculas de HLA classicas, pode ser
expressa diferencialmente nos processos inflamatérios crénicos, vindo a
favorecer respostas do tipo Th2.

Objetivo: Analisar o polimorfismo insercdo/delecao de 14 bp no éxon 8 da regiao
3'UTR do gene do HLA-G com a finalidade de verificar se existe associacédo
entre as variantes com a DII.

Material e métodos: Foram avaliados 96 pacientes portadores de DIl
pertencentes ao ambulatério de DIl do HSL-PUCRS. Foi extraido DNA genémico
desses individuos, analisando-se a regido 3° UTR referente ao polimorfismo
insercao/delecao de 14pb no éxon 8 do HLA-G.

Delineamento: Estudo transversal.

Resultados: Os 96 pacientes com DIl foram subdivididos em dois grupos,
aqueles com DC (n = 56) e aqueles com RCU (n = 40). Realizou-se a analise da
freqUéncia genotipica em trés grupos: os homozigotos para delecao (- 14bp/-
14bp) chamados Hd, os homozigotos para insercdo (+ 14bp/+ 14bp)
denominados Hi e os heterozigotos (- 14bp/+ 14bp) chamados Ht. O padrao de
distribuicdo do gendtipo dos trés subgrupos (Hd, Ht, Hi) quando comparado entre
0s grupos de pacientes com DC, grupo de pacientes com RCU e grupo controle

foi diferente (p = 0,013). A freqiéncia de Hi foi significativamente menor nos



pacientes com DC (1,8%) quando comparado ao grupo de pacientes com RCU
(20,0%) e ao grupo controle (15,2%) (p = 0,014). Na comparacgao isolada dos
grupos para a situagdo DC vs RCU observou-se um OR = 13,8 (IC95%: 1,6 a
306,6; P < 0,01) e na situagcdo DC vs Controle um OR = 9,87 (IC95%: 1,44 a
195,11; P< 0,01). Ja a freqiiéncia Hd, foi maior nos pacientes com DC (50,0%)
guando comparado ao grupo de pacientes com RCU (30,0%) e ao grupo controle
(36,0%) (p = 0,08).

Conclusao: Podemos sugerir que a ocorréncia do genotipo da insercao (+14bp)
do HLA-G que direciona o padrao de resposta imune para um padrao do tipo Th2
€ menor nos pacientes com DC, que apresentam um padrao de resposta imune
do tipo Th1. Portanto, O genoétipo +14pb/+14pb de HLA-G parece estar
contribuindo no processo de inflamagéao DII. No entanto é essencial o aumento
do numero amostral para confirmacao deste achado.

PALAVRAS-CHAVES: Doenca inflamatéria intestinal; Retocolite ulcerativa;
Doenca de Crohn; HLA-G; polimorfismo 14bp; resposta imunoldgica;

imunogenética.



Abstract

Rational: The inflammatory bowel disease (IBD) represented by ulcerative
retocolitis and Crohn’s disease is characterized for being an immunological
systemic illness that presents the main clinical manifestations in gastrointestinal
tract. This multifatorial disease is influenced by genetic factors that may
predispose the development of the different symptoms of IBD. Some genes
related to immune system already had been indicated as potentials in the
development of the IBD. The HLA-G molecule is the of them. Although to present
specific tecidual distribution and limited polymorphism compared with classic
molecules of HLA, it's expression can distinguishing in the chronic inflammatory
processes, come to favor to the Th2 type

Objective: To analyze the polymorphism insertion/deletion of 14 bp in éxon 8 of
the region 3' UTR of the gene of the HLA-G with the purpose to verify if exists
association between the IBD variants.

Material and methods: 96 carrying patients of the IBD clinic in HSL-PUCRS had
been evaluated. DNA genomic of these individuals was extracted, analyzing itself
it region 3' referring UTR to the polymorphism insertion/deletion of 14pb in éxon 8
of the HLA-G.

Delineation: Transversal.

Results: The 96 patients with IBD had been subdivided in two groups, those with
DC (n= 56) and those with RCU (n=40). It was become fullfilled analysis of the
genotypic frequency in three groups: the homozygous for deletion (- 14bp/- 14bp)
called Hd, the homozygous for insertion (+ 14bp/+ 14bp) called Hi and the
heterozygous (- 14bp/+ 14bp) called Ht. The standard distribution of the genotype
of the three sub-groups (Hd, Ht, Hi) when compared between the patients with
DC, with RCU and controls was different (p = 0,013). The frequency of Hi
genotype, was significantly lesser in the patients with DC (1.8%) when compared
with the group of patients with RCU (20.0%) and to the group it has controlled



(15.2%) (p = 0,014). In the isolated comparison of the groups for situation DC vs
RCU, OR = 13,8 (IC95%: 1,6 the 306,6; P < 0,01) and in situation DC vs Control
OR = 9,87 (IC95%: 1,44 the 195,11; P < 0,01). The Hd frequency, was bigger in
the patients with DC (50.0%) when compared with the group of patients with RCU
(30.0%) and to the group it has controlled (36.0%) (p = 0,08).

Conclusion: We can suggest that the occurrence of the genotype of the insertion
(+14bp) of the HLA-G that directs the standard of immune response for a Th2
type is lesser in the patients with DC, that present a standard of immune
response Th1 type. Therefore, the genotype +14pb/+14pb of HLA-G seems to be
contributing in the process of inflammation IBD. However the increase of the
patients number for confirmation of this finding is essential.

Key-words: inflammatory bowel disease, ulcerative colitis, Crohn’s disease;

polymorphism HLA-G, immune response, immunegenetics.
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1. Introducao

A Doenca Inflamatéria Intestinal (DIl) é uma doenca multifatorial onde
fatores genéticos parecem interferir na predisposicdo ao desenvolvimento de
diferentes formas de apresentacao clinica da doenca. Alguns genes relacionados
ao sistema imune ja foram indicados como alvos potenciais de terapia nesta

doenca por possivelmente influenciarem no desenvolvimento da DII.

O sistema que esta sendo estudado neste trabalho é o da molécula de
HLA-G pertencente ao MHC classe |, que apesar de apresentar distribuicdo
tecido especifica e polimorfismo limitado comparado as moléculas de HLA
classicas de classe |, pode ser expressa diferencialmente durante processos de
inflamacdes cronicas. O HLA-G parece desequilibrar o balango da resposta

imune Th1/Th2 vindo a favorecer respostas do tipo Th2.

O HLA-G foi inicialmente descrito na gestacdo. Sua presenca no
citotrofoblasto induziria a uma resposta T auxiliares do tipo 2 (Th2), com inibicao
das células natural-killers (NK) e prosseguimento da gestacdo. A falha deste
mecanismo permitiria a ocorréncia de uma resposta T auxiliares do tipo 1 (Th1),
com ativacao das células NK que assim levariam a ocorréncia da pré-eclampsia

ou até eliminariam o tecido embrionario (aborto).

A atuacdo do HLA-G como uma molécula imunossupressora com a

funcdo potencial de defesa contra a agressao inflamatéria e, crucial no equilibrio

12



da resposta imune. Na DIl ja esta comprovada a ocorréncia de um desequilibrio
na resposta imune do individuo. Estudos levantam a possibilidade do HLA-G

estar presente no desenvolvimento desta resposta inflamatéria exacerbada.

13



2. Justificativa

As doencas inflamatérias intestinais (DIl) representadas pela Doenca de
Crohn (DC) e pela Retocolite Ulcerativa (RCU) vém aumentando gradativamente
sua prevaléncia. Seja porque os habitos e o estilo de vida vém se alterando nas
ultimas décadas, seja porque hoje se dispde de um arsenal diagndstico melhor e
mais adequado. Estima-se que mais de um milhdo de americanos sejam

portadores de RCU ou DC nos Estados Unidos da América.

Entretanto, mesmo com o avanc¢o nos métodos diagndsticos ainda nao foi
possivel de identificar etiologia destas doencas, o que, obviamente, dificulta o

melhor controle e o alcance da cura das mesmas.

Acredita-se que a etiologia das DIl seja multifatorial. Estudos realizados
apontam para uma provavel interacdo entre a genética, a predisposicdo
individual e o ambiente externo. Esses fatores estariam envolvidos na
ocorréncia de uma modificacdo da resposta imune padrao e na formagcao de uma
resposta inflamatéria descontrolada e desordenada, como a que ocorre nos

pacientes com DII.

Este estudo visa compreender melhor o papel e a influéncia dos fatores

genéticos na resposta inflamatéria do individuo com DII.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo principal:

Analisar o polimorfismo insercao/delecao de 14 bp no éxon 8 da regiao

3'UTR do gene do HLA-G.

3.2. Objetivos secundarios:

3.2.1. Realizar uma analise epidemioldgica dos pacientes com DII: com
determinacao das variantes clinicas, sintomas, manifestacbes extra-intestinais e
achados endoscoOpicos mais comuns nessas entidades.

3.2.2. Verificar se existe associacido entre o polimorfismo no éxon 8 do
gene do HLA-G com a DII.

3.2.3. Comparar as freqiiéncias alélicas e genotipicas observadas para o
grupo dos pacientes com DIl com as freqtiéncias observadas no grupo controle.

3.2.4. Verificar se ha uma correlacao entre as alteragdes imunogenéticas

e as variadas caracteristicas clinicas de RCU e DC.

15



4. Revisao bibliografica

As doencas inflamatérias intestinais (DIl) mais comuns sdo: a doencga de
Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa (RCU). Estas sdo afeccbes sistémicas
inflamatdrias crénicas. Suas principais manifestacoes estdo relacionadas ao trato

gastrointestinal (TGI) devido as alteragées na imunorregulacao intestinal.

A RCU foi inicialmente descrita em 1875 pelos Drs Wilks e Moxon'.
Enquanto que a DC foi descrita meio século apdés, em 1932, pelos Drs Burril

Crohn, Gordon Oppenheimer e Leon Ginzburg?.

4.1. Epidemiologia

A prevaléncia e incidéncia destas doencgas variam de acordo com a regiao
estudada. Hoje em dia essas doencas afetam mais de 1.000.000 de americanos®
. Na América do Norte, a prevaléncia varia de 26 a 198 casos por 100.000
habitantes para DC e 37 a 246 casos por 100.000 habitantes para RCU. A
incidéncia é de 3,1 a 14,6 por 100.000 pessoas/ano para DC e 2,2 a 14,3 por

100.000 pessoas/ano para RCU. Na Europa a prevaléncia varia de 8,3 a 21,4

16



casos por 100.000 pessoas/ano e a incidéncia de 0,7 a 9,8 por 100.000

pessoas/ano para DC e 1,5 a 20,3 por 100.000 pessoas/ano para RCU* .

No Brasil ainda ndo existem dados adequados para estudo de prevaléncia
e incidéncia destas doencas provavelmente, devido a dificuldade de realizar o
diagnostico pela auséncia de teste padrdo-ouro, pela multiplicidade de sintomas
e pelo custo dos exames diagndsticos. Porém estudos demonstram que a
incidéncia das DIl parece ser menor em pacientes de paises em
desenvolvimento, como o Brasil. Esse fato é dificil de ser avaliado devido a
dificuldade em realizar-se o diagnéstico adequado e a grande prevaléncia de
diarréias infecciosas e parasitarias. O que ja esta provado, é que uma vez que o
pais torne-se industrializado, com modifica¢des, de dieta, do estilo de vida e da

exposicdo ambiental essas doengas tornam-se mais prevalentes” .

As DIl ocorrem em ambos o0s sexos embora exista uma discreta
predominancia do sexo feminino nos pacientes com DC sugerindo talvez a
presenca de fatores hormonais na expressao da doenca. Ja na RCU essa

predominancia parece ser discretamente a favor do sexo masculino® .

A distribuicao das DIl é bimodal, com o primeiro pico entre 15 e 25 anos e
0 segundo entre 50 e 80 anos. Os pacientes com RCU apresentam uma média
de idade de cerca de 10 anos mais velha na época da realizacdo do diagnéstico
quando comparada com os pacientes com DC °. Na DC o primeiro e maior pico
de incidéncia é quando se realiza a maioria dos diagndsticos. Nos jovens a

doenca tende a localizar-se mais frequentemente no intestino delgado. No

17



segundo e menor pico de incidéncia a doenca frequentemente localiza-se no

célon’ .

Parece haver uma predominancia da DIl em caucasianos que pode estar

relacionada ao estilo de vida, as influencias ambientais e genéticas *2 .

4.2. Fatores de risco

A DIl se desenvolve através da interagdo entre o ambiente e os fatores

genéticos. Alguns fatores ambientais ja estao definitivamente associados.

O fumo é o fator ambiental mais estudado na associacdo de DIl e meio
ambiente. O tabagismo é fator protetor para RCU, com razdo de chances menor
que 1* . Ja na DC o fumo é fator de risco (risco relativo entre 1,33 e 4,99) °. Os
fumantes tém doenca mais severa e com mais recidivas mesmo apds a

cessacdo do tabaco' .

A realizacao de apendicectomia é protetora para pacientes com RCU mas
quanto a DC ainda nao esta definida se esta relacao é de risco ou de protecéo
devido ao fator confusional de que muitas vezes o quadro clinico de

apresentacdo da DC é a apendicite’" .

Existe fraca relacdo entre o uso de anticoncepcional oral e DI, talvez

associada as propriedades trombogénicas da droga e da inflamagao cronica'? .

18



Acredita-se que a dieta esteja relacionada a DIl e possa explicar as
diferencas de risco e de incidéncia das DIl em diferentes regides geograficas

porém faltam trabalhos consistentes nesta area'" .

A amamentacao parece ser um fator protetor para o filho em ambas as

DI,

A DC e RCU sao comuns em paises desenvolvidos, areas urbanas e
individuos com melhor padrao sécio-econémico, levantando a hip6tese de que
possa haver associacdo com higiene e sanitarismo basico, através da alteracéo
da flora intestinal. O uso de anti-inflamatérios nao-esterdides (AINEs) parece

estar associado ao gatilho da DII'".

4.3. Aspectos clinicos

Os pacientes comumente apresentam os seguintes sintomas, em ambos
os tipos de DII: dor abdominal, febre, diarréia muco-pio-sanguinolenta, tenesmo,
emagrecimento, nauseas e vomitos. Inicialmente deve-se tentar realizar o
diagnéstico diferencial entre DIl e outras patologias para, posteriormente definir a

ocorréncia de DC ou de RCU™..
O sintoma da diarréia esta quase que invariavelmente presente nas
queixas dos pacientes. E importante datar o seu inicio, saber se a diarréia esta

relacionada com algum outro sintoma ou fato, como por exemplo, dor abdominal,
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presenca de produtos patolégicos nas fezes, febre, emagrecimento, fatores
ambientais como viagens ou mudancas, fatores psicossociais e alteragées do

estilo de vida ou da dieta' .

A presenca de produtos patolégicos nas fezes é bastante sugestiva de
processo inflamatério intestinal: DI, colites, parasitoses, isquemia, entre outras.
O sangue presente nas fezes € muito comum em pacientes com RCU enquanto

a presenga de muco sugere se tratar de DC'>'*1>

A dor abdominal também estd presente quase que invariavelmente em
todos os pacientes com DIl. Algumas caracteristicas da dor podem apontar para
RCU ou DC. Por exemplo, dor em fossa iliaca direita recorrente e exacerbada
pelas refeicdes pode sugerir DC enquanto dor em quadrante inferior esquerdo do
abdome, tipo cdlica, associada ao processo defecatério e algumas vezes a

ocorréncia de tenesmo pode sugerir RCU.

Os sintomas constitucionais estdo comumente presentes nos pacientes

com DIl em atividade: emagrecimento, inapeténcia, febre, prostracdo, anemia.

Por se tratar de uma doenca com componente auto-imune, estes
pacientes também podem apresentar as chamadas manifestacdes extra-
intestinais. Essas manifestagdes sdo sintomas e sinais em 6rgaos fora do tubo

digestivo, porém com a mesma fisiopatologia.
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Os sintomas extra-intestinais mais comuns sado dermatolégicos (eritema
nodoso, pioderma gangrenoso), oculares (irite, uveite, episclerite), osteo-
articulares (poli ou mono artrites, espondilite anquilosante, sacroileite,
osteoporose), colangio-hepaticos (hepatite auto-imune, colangite esclerosante),
hematoldgicos (anemia, tromboses arterial e venosa) e pulmonares (asma e

hiperreatividade brénquica) '>'*1>1°,

4.3.1.Doenca de Crohn (DC)

A DC é caracterizada pela presenca de um processo inflamatorio
transmural e intermitente ao longo de todo o tubo digestivo, isto é, da boca ao
anus. Ela acomete preferencialmente o ileo terminal. Cerca de 50% dos
pacientes tém doenca em ileo e ceco; 30-35% dos pacientes apresentam doenca

apenas em delgado e 20-25% apresentam apenas doenga colénica .

O quadro clinico é variado dependendo da duragdo, localizagéo,

extensao, atividade da doenca e presenca de complicagées '’.

Os pacientes apresentam mais frequentemente dor abdominal, que pode
ser tipo colica, intermitente, com periodos de maior intensidade intercalados com
periodos de acalmia. Alguns quadros de DC apresentam-se sob a forma de
suboclusao intestinal com dor abdominal, massa palpavel e vomitos devido a
fibrose estenosante que se desenvolve subclinicamente. Pacientes com DC
ileocolbnica tém maior risco de formacao de fistula e massa palpavel em fossa

iliaca direita podendo simular apendicite aguda. As complicagdes mais
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freqlientes dos pacientes com DC sao a suboclusdo e oclusdo intestinais

podendo necessitar de tratamento cirdirgico em grande parte dos casos'” .

Pacientes com componentes inflamatorios ativos apresentam além da dor
abdominal, diarréia geralmente de moderada intensidade, com muco e algumas
vezes sangue e pus, anorexia, emagrecimento e consequentemente desnutricao.
A severidade da diarréia tende a correlacionar-se com a extensao e a severidade
da inflamacao transmural do intestino. Manifestagdes sistémicas como fadiga,

febre, anorexia e emagrecimento, sdo encontradas na maioria dos pacientes’*®.

Endoscopicamente a caracteristica marcante da DC é o acometimento
transmural que pode afetar todas as camadas, da mucosa a serosa e, que
apresenta um carater descontinuo das lesées (areas de mucosa preservada em
meio as de atividade inflamatéria). A primeira anormalidade € o aumento dos
foliculos linféides com anel eritematoso em volta. Isto leva a ulcera aftéide que
progride para ulceragdo profunda, fissura, fibrose, estenose e fistulizacdo. Os
achados endoscoépicos sao varidveis desde discretas erosdes, edema,
friabilidade, enantema, sendo mais caracteristico a presenca de Ulceras, que
podem ser aftoides, elipticas ou lineares, intercaladas por mucosa normal, assim

como lesdes fibroestenosantes e fistulizantes'®.

A natureza inflamatéria transmural da DC favorece a ocorréncia de
fistulas. A fistula significa que a inflamacao transmural penetrou nos 6rgaos
adjacentes, tecidos ou pele. A ativagdo do sistema imune leva a liberacao de

proteases e metaloproteinases que contribuem para a destruicdo dos tecidos,
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formacdo do trajeto fistuloso e penetragdo nos tecidos adjacentes'. Cerca de
um terco dos pacientes com doenca colbnica apresentam manifestacdes
perianais, como fistulas e abscessos. Geralmente inicia-se concomitantemente
com os sintomas luminais ou mais raramente pode preceder estes sintomas em

até quatro anos em média '°.

4.3.2. Retocolite Ulcerativa (RCU)

A RCU é caracterizada pelo acometimento continuo do tubo digestivo por
um processo inflamatério restrito a mucosa colbnica. Ela acomete o reto e

extensdes proximais variaveis do célon'1>16

Os pacientes apresentam mais frequentemente diarréia de intensidade
moderada a severa, na maioria das vezes acompanhada de sangue Vvivo,
separado ou junto as fezes associados a urgéncia evacuatéria e tenesmo. A
presenca de diarréia noturna e de incontinéncia fecal pode ocorrer em casos
severos. Os pacientes com RCU apresentam menos frequentemente muco nas
fezes. A severidade da diarréia tende a correlacionar-se com a extensao e a

severidade da inflamagéo col6nica.'™ 820 |

Manifestacbes sistémicas como fadiga, febre, anorexia e emagrecimento,
sdo encontradas na maioria dos pacientes. A dor abdominal é de intensidade
leve a moderada nesses pacientes e, torna-se severa apenas em casos de

complicagdo da RCU, como no megacdélon téxico 160,
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Quando comparados com a populacao em geral, os pacientes com RCU
apresentam um maior risco de adenocarcinoma de cdélon, ap6és 8-10 da

realizagao do diagnéstico da doenca®' .

Endoscopicamente a caracteristica marcante da RCU é a presenca de
processo inflamatério continuo do célon limitado a mucosa, que acomete o reto e
extensdes proximais variaveis. Habitualmente as alteracées endoscépicas
ocorrem conforme a severidade da doenca, desde fina nodularidade da mucosa,
edema, hiperemia, friabilidade, perda do padrdo vascular até erosdes ou Ulceras

recobertas por fibrina'®.

Cerca de 40 a 50% dos pacientes possuem doenca restrita até o colon
sigmoide, isto €, uma colite distal, processo inflamatério no reto e célon
sigmdide, até 30 cm da linha pectinea. Seguida pelo acometimento até a flexura
esplénica em 30 a 40% (colite esquerda, quando a inflamacgéo atinge o célon, do
reto ao angulo esplénico) e em apenas 20% dos casos, a RCU acomete todo o
célon (pancolite). Alguns pacientes apresentam proctite, doenca restrita ao reto,

ou seja, com inflamagdo até 15 cm da linha pectinea'®.

4.4. Etiologia

Quanto a etiologia exata destas doencas, até o momento nado existe
definicdo. J& se sabe que o fator genético esta fortemente presente na DIl e

interage com os fatores ambientais na manifestacao desta, caracterizando a DII
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como uma heranca multifatorial, onde o somatério dos fatores genéticos e

ambientais pode levar a uma predisposicao diferencial a doenca.

O risco de desenvolvimento de DC em um familiar de primeiro grau de um
paciente com DC é de 5-8% enquanto o risco de desenvolvimento de RCU em
familiar de primeiro grau de um paciente com RCU é de 2-5%'® . O risco relativo
de DC em familiares de primeiro grau € de 4 a 15 em comparagdo com a
populacdo em geral. Um em cada cinco pacientes com DC tem um familiar
também com DC? . Foi identificado um locus no cromossomo 16 ligado ao
desenvolvimento de DC seguido da identificacdo do gene NOD32 neste local®.
O gene NODS32 parece alterar a resposta imune inata as bactérias, ativando o

NFkB2* .

Vale ressaltar que nessas doencas auto-imunes os fatores ambientais,
genéticos, sdcio-econdmicos e a microbiota intestinal estdo envolvidos para
desencadear uma cascata de reacao inflamatéria. O gatilho inicial pode ser um
quadro viral ou bacteriano, ou até mesmo a propria flora bacteriana intestinal, no
individuo geneticamente susceptivel, desregulando o equilibrio entre os
antigenos luminais e a resposta imune da mucosa intestinal e assim, ampliando

e perpetuando a reacéo de inflamagéo %°.

Sabe-se que o sistema imune € um dos principais fatores determinantes
da fisiopatologia da DIl e que as citocinas, mediadores soluveis do sistema
imune, estdo envolvidas na morbidade da DII. Diversos trabalhos tém tentado

associar a diversidade da flora intestinal dos pacientes e sua propensao ao
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desenvolvimento de DII, ao passo que outros se dispdem mais precisamente a
caracterizar a existéncia de uma resposta imune especifica direcionada a esta

microbiota intestinal.

A DIl representaria uma resposta imune alterada em um individuo
geneticamente suscetivel aos estimulos in6cuos do ambiente, portanto, uma
doenca do sistema imune regulatério. Na DIl haveria uma falha do controle da
resposta inflamatéria crénica fisiolégica, isto €, no down-regulation basal da

inflamacéao da mucosa.

Um fator importante no desenvolvimento da DIl parece ser o padréao
preferencial de resposta imunoldgica do individuo. Analises da mucosa intestinal
em individuos portadores de RCU e DC tém demonstrado um aumento na
expressdo de citocinas pré-inflamatérias, tais como a interleucina- 1 (IL-1), a
interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), o que sugere um
direcionamento do sistema imune do individuo polarizado para um padrdo de
resposta de linfécitos Th1. Associa-se a este fato, um outro fator possivelmente
contribuinte: uma resposta imune desregulada e excessiva na mucosa intestinal

contra os microorganismos entéricos®® .
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4.5. Fisiopatologia: regulacdao do sistema imune e mediadores

inflamatorios

A mucosa que recobre o TGl constitui a maior interface do organismo com
o0 meio externo. A defesa da mucosa gastrointestinal depende a acao conjunta
de fatores imunoldgicos e nao-imunoldgicos. A protecdo nao-imunoldgica é
constituida por varios fatores como, acido cloridrico gastrico, enzimas
pancreaticas, sais biliares, muco intestinal, regeneracao epitelial continua,
motilidade, lactoferrina, lisozimas, peroxidases e defensinas (proteinas com a
atividade antibacteriana). A prépria flora intestinal residente é um fator de defesa:
competicdo por sitios de ligagdo e producdo de substancias com acéao
antimicrobiana. A protecdo imunolégica, como a defesa mais especifica e
organizada, como o tecido linféide associado a mucosa (MALT — mucosal
associated lymphoid tissue) que no trato gastrointestinal recebe o nome de GALT

(gut associated lymphoid tissue) %'.

A interacdo permanente com diversos estimulos antigénicos exige uma
constante resposta imune da mucosa local com inflamagao crénica fisiolégica.
Esta é a principal diferenca entre a imunidade sistémica e a imunidade mucosa.
O desafio do sistema imunolégico da mucosa intestinal é diferenciar o estimulo
patogénico do nao patogénico, desencadeando uma reacado de defesa com a

inducdo de resposta imune ou a tolerancia, respectivamente® .

Seu estado de inflamagéo crénica suprimida pode ser identificado através

de trés fenbmenos: a tolerancia oral, a inflamacdo crénica controlada e a
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secrecao de IgA. O desequilibrio ou a quebra deste sistema homeostatico pode
levar a ocorréncia de inflamacédo descontrolada da mucosa representada pela
doenca inflamatéria intestinal®® .

Os linfécitos intra-epiteliais (LIE) sdo a interface fisica e imunoldgica das
bactérias da flora que colonizam e atravessam o lumen intestinal mediando
atividades citotdéxicas (ao contrario dos linfécitos da lamina propria). Sao
predominantemente linfocitos T (85-95%) e cerca de 90% desses expressam 0
fenétipo DC8. Sao capazes de expressar citocinas inflamatérias como TNF-a,
fator estimulador da colénia de granulécitos-macréfagos (GM-CSF) e IL-1 ae B

levando ao recrutamento e ativacdo de leucécitos e macréfagos 2%,

O evento central tanto para producédo da resposta humoral como para a
resposta celular depende da ativacdo e expansdo clonal dos linfécitos T
auxiliares (Th). Por outro lado, dependendo da forma como o antigeno é
apresentado ao linfécito Th e na auséncia de moléculas co-estimulatérias, os

linfécitos T podem se tornar anérgicos, determinando um estado de tolerancia®.

A ativacao dos linfocitos Th é desencadeada pela interacdo entre o
complexo do receptor de linfécito T e molécula CD3 (TCR-CD3) com um
antigeno peptidico ligado a uma molécula do MHC de classe Il na superficie de
uma célula apresentadora de antigeno (APC). Os linfécitos Th ativados (CD4+)
produzem citocinas que levam a ativacao de outras células efetoras, que podem

atuar diretamente ou produzir citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas que junto
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com a expressao das moléculas de adesao, controlam os processos de ativagao

e migracgao para os sitios inflamatdrios 2"2°.
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Figura 1: Ativagdo e agao dos linfécitos T CD4 2°.

A resposta imune do tipo Th1 compreende a produgdo aumentada de IFN-
y e IL-2, que ativam predominantemente os linfécitos T citotoxicos e macroéfagos,
e representam a imunidade celular. Os macrofagos ativados produzem citocinas
pro-inflamatérias como IL-1 e TNF-a, que favorecem a ocorréncia da reagéo de
hipersensibilidade tardia e também produzem IL-12 que estimula os linfécitos
Th1 (mecanismo de feedback positivo). A DC pode ser considerada uma doenca

inflamatéria crénica mediada por Th1 pois é caracterizada pela formacao de

granulomas na mucosa (achado histolégico caracteristico da resposta imune
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Th1) e pelo aumento da expressdo do IFN-y, IL-12 e IL-18, duas citocinas

produzidas pelas células APC "

A resposta imune do tipo Th2 promove o aumento da producao de IL-4, IL-
5 e IL-6 que favorecem a imunidade humoral, estimulando a proliferacdo e
diferenciacao de linfécitos B e a conseqiente producdo de anticorpos. Além
disso, a resposta do tipo Th2 é capaz de inibir paralelamente a resposta Thi,
através do aumento da producdo de IL-10 e IL-13, mecanismo de feedback
negativo sobre linfécitos Th1 e macréfagos®” . A RCU ¢é caracterizada
basicamente por ser uma resposta imune do tipo Th2, com a producgéo de IL-5 e

TGF-B.

As células T reconhecem os antigenos ap6s estes serem processados e
apresentados por outras células do sistema imune. Esta funcdo é
desempenhada pelas APC, que na imunidade intestinal sdo representadas
basicamente pelos macréfagos e pelas células dendriticas. As células APC
induzem a reposta celular do tipo Th1 através da producéo de citocinas IL-12 e
IL-18 e podem atuar na regulacéo da resposta imune através da producgéo de IL-

10 e TGF p 2202,

As células APC mais potentes sao as células dendriticas localizadas nas
placas de Peyer e os linfonodos. Estas células também possuem uma
capacidade peculiar: sdo capazes de transportar fragmentos apoptdicos de
linfonodos para as células T, atuando no mecanismo de toleréncia das células T

aos auto-antigenos dos linfécitos intra-epiteliais®®2°.
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A inflamacao intestinal na DIl é caracterizada pela ativacdo das células T
e pela entrada de células inflamatoérias na mucosa, parte mediada pelo aumento
da liberacao local de citocinas inflamatérias e parte pelo aumento da expressao
de quimiorreceptores. As citocinas pré-inflamatérias sdo produzidas pelos

macréfagos e linfécitos T 2.

A concentracdo de citocinas pré-inflamatérias esta elevada na lamina
propria da mucosa intestinal de pacientes com DIl em atividade. Existe a
producédo espontanea de TNF-a por células mononucleares da lamina propria da
mucosa intestinal de pacientes com DIl ativa em comparacdo com a mucosa
normal. Outros estudos demonstram a participacdo da IL-6 secretada pelas
células epiteliais intestinais como modulador inflamatério, promovendo a
diferenciacdo das células B, como co-fator na estimulagdo das células T e como
indutor da liberacédo hepatica de proteinas de fase aguda. A IL-8 secretada pelos
macréfagos, polimorfonucleares e células epiteliais da lamina propria € um
importante mediador inflamatério na quimiotaxia fagocitaria, especialmente para
os polimorfonucleares. A IL-8 é encontrada em altos niveis nos segmentos
intestinais inflamados dos pacientes com DIl especialmente naqueles com RCU.
Existe uma elevacéo dos niveis de IFN-y, com maior producéao de linfécitos CD8

mediada por células epiteliais intestinais em pacientes com DIl em atividade %',

Varios estudos encontraram altos niveis do antagonista do receptor da IL-

1 (IL-1ra) no plasma e nos tecidos de pacientes com doencas inflamatérias

sistémicas como artrite reumatéide e DIl indicando que este pode fazer parte de
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um mecanismo homeostatico com objetivo de reduzir a cascata da resposta
inflamatéria sistémica. Alguns estudos mostraram que a relacdo IL-1ra/IL-1

diminui com o aumento da atividade da DI1%%3"-3233

Portanto, a resposta imune da mucosa dos pacientes com DC é
basicamente realizada por linfécitos T CD4+ com fendtipo Th1, caracterizados
pela producédo de IFN-y e IL-2 (Figura 1). A ativacdo da resposta Th1 é ainda
aumentada pela reducédo da expressao de linfocitos T supressores/reguladores
(Th3) que produzem citocinas down-reguladoras como IL-10 e TGF-B. Ja a
resposta imune em pacientes com RCU é realizada por linfécitos T CD4+ com

fendtipo Th2 caracterizado pela producdo de TGF-B e IL-5 263233,
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Figura 2: Representacao esquematica da resposta imune mediada pelos linfécitos Th1 na DI %,
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4.6. Caracterizacao imunogenética do HLA-G

Atualmente muitos estudos buscam a identificacdo dos genes envolvidos
no desenvolvimento da DC e da RCU. Na literatura, as comparacoes das
freqiéncias alélicas de genes candidatos entre individuos que manifestam a

doenca e grupos de controle saudaveis tém sido intensamente descritas.

A caracterizacao imunogenética dos individuos portadores de DIl pode ser
realizada através da andlise de variantes polimoérficas de genes ja descritos

como associados com DIl e sistema imune.

O complexo de histocompatibilidade principal (MHC) também conhecido
como antigeno leucocitario humano (HLA), € uma molécula que se encontra na
superficie de praticamente todas as células do organismo, sendo responsavel
pela exibicdo de peptideos exdgenos e enddgenos aos linfécitos T auxiliares e T

citotéxicos, respectivamente .

O MHC representa um conjunto de genes localizados no brago curto do
cromossomo 6 e atua na resposta adaptativa do sistema imune, uma vez que
anticorpos (células B mediados) e linfocitos T que mediam as respostas

imunoldgicas sdo estimulados pelos genes do MHC 3¢,

As moléculas do HLA sao divididas em classe | e classe Il. A classe Il é

representada basicamente pelas APC, que sdo os macréfagos, as células
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dendriticas e as células B, que tém a funcdo de apresentar peptideos
extracelulares aos receptores de células T nas células T auxiliares CD4+. O HLA
de classe | é representado por quase todos os tipo celulares e tém a fungao de
apresentar peptideos intracelulares as células T citotéxicas CD8+. Em humanos
o HLA de classe | é subdividido em dois grupos: grupo la, grupo classico,
composto pelo HLA-A, HLA-B e HLA-C, com alto polimorfismo e, grupo Ib, o ndo
cladssico, com baixo polimorfismo, cujos HLA-E, HLA-F e HLA-G sao os

representantes *°.

O HLA- G (antigeno leucocitario humano G) é uma molécula néo classica
do MHC classe |, caracterizada pelo baixo polimorfismo ao nivel do DNA,
distribuicao tecidual limitada em estados nao patolégicos, sob isoformas sollveis

e ligadas & membrana *°.

O HLA-G é uma molécula de classe Ib constituida por trés dominios alfa
nao covalentes associados a uma cadeia de Bomicroglobulina. Apresenta baixo
polimorfismo da e pouca expressdao em condi¢cdes saudaveis. Possui apenas 36
alelos que codificam 14 proteinas diferentes que formam as 3 cadeias alfa e,
portanto, um baixo indice de polimorfismo *. Apresenta as seguintes isoformas:
ligadas a membrana celular ou sob forma soltuvel. O HLA-G € composto por 8

exons, 7 introns e a regido 3’ transcrita e ndo traduzida (3 UTR’).
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O HLA-G foi inicialmente descrito na gestacdo e identificado no
citotrofoblasto. Durante a gestacdo, o sistema imune materno esta em contato
direto com as células e tecidos do feto semialogénico, sugerindo a ocorréncia de
mecanismos moduladores e moderadores especificos no sistema imune materno

que impedem a rejeicao do feto.

As células NK encontradas na decidua materna, reconhecem moléculas do
HLA-G presentes na superficie do trofoblasto derivado do embrido determinando
uma resposta Th2. A falha nesse reconhecimento gera uma resposta Th1, com

ativacao das células NK, que eliminam o tecido embrionario.

Estudos recentes demonstraram que durante a gestagcdo normal ocorre
uma elevacao do numero de receptores inibidores nas células NK deciduais que

reconhecem as moléculas do HLA-G fetal, prevenindo a ativagéo de tais células.
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Assim, o reconhecimento das moléculas HLA-G pelas células NK promove uma
resposta imune favoravel ao sucesso. Portanto, uma gestacdo de sucesso é
chamada de um ‘fendmeno Th2’ enquanto algumas complicacées gestacionais
como a pré-eclampsia é chamada de ‘fenémeno Th1’ por ser uma resposta Thi.
Para proteger o feto do sistema imune materno (funcdo de inducdo de
imunotolerancia) evitando a lise celular mediada pela célula T, o citotrofoblasto
expressa o HLA-G que inibe a ativacdo das células T citotdxicas e células NK

maternas 38,

Assim, na gestaggo o HLA-G atuaria como uma molécula
imunossupressora. O HLA-G também parece proteger tumores alogénicos ou de
classe | negativos da imunidade anti-tumoral mediada pelas células NK, inibir as
respostas proliferativas das células T DC4+ e a proliferagdo das células T e

células NK, assim como, inibir a maturacéo das células APC *°.

Além da acado inibitéria direta, o HLA-G também exerce efeitos de
imunotolerancia a longo prazo através da geracao de células supressoras. Sob
condicOes fisioldgicas células T regulatérias estdo em circulagdo no sangue
periférico. Essas células podem ser células CD4+ ou CD8+ e expressarem HLA-
G em sua superficie. As células T HLA-G positivas sdo hiporresponsivas e
inibem a proliferacdo autoléga de células T. O mecanismo pelo qual isso

acontece ainda permanece desconhecido .

As células que nao transcrevem o HLA-G podem se tornar HLA-G positivas

mesmo que temporariamente. O mecanismo pelo qual isso ocorre chama-se
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trogocitose. A trogocitose é a troca de pedacos de membrana através do

contacto direto entre células *' .

A funcdo mais importante do HLA-G consiste da supressdo de alguns
processos imunoldgicos promovendo efeitos inibitérios na citélise das células
NK, na resposta proliferativa das células T e na maturacdo das células
dendriticas. Esse efeito inibidor do HLA-G é mediado por sua ligacdo com
receptores inibidores como IL-2 e IL-4 na superficie das células

imunocompetentes ¥ (Figura 2).
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Generation of regulatory T cells Induction of regulatory T cells
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CD160 ):[ © Endcotl'lllelialJ
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Figura 4: Atividades imunorregulatérias mediadas pelo HLA-G **.
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A mucosa inflamada de pacientes com RCU apresenta altos niveis de
expressao do HLA-G nas células epiteliais intestinais (CEl). As CEl além terem a
funcédo de absorcéo e transporte de nutrientes, exercem um importante papel na
imunidade inata e adaptativa. Na RCU, a expressao do HLA-G no apice da
superficie das CEl pode ser essencial para a tolerdncia para antigenos
alimentares e para microflora intestinal. Porém essa expressao parece nao ser
suficiente para proteger o intestino da inflamacéo induzida por antigenos. Uma
vez que a agressao cesse, o HLA-G participa da supressédo da atividade pro-
inflamatdria das citocinas e do retorno da resposta imune ao estado basal. Como
o HLA-G age suprimindo a lise das células NK, mecanismos de inibi¢gdo da célula
NK podem estar presentes na RCU. Portanto, a expressdo do HLA-G pode

proteger as CEl da lise mediada pelas células NK*2.

A IL-10 é uma citocina regulatéria crucial no equilibrio do sistema imune da
mucosa, atuando na tolerdncia aos componentes da flora intestinal e na
prevencao da resposta inflamatéria aguda. Na sua auséncia, os antigenos
luminais estimulam a resposta Th1 que ativa a inflamacéo. Alteragdes do
microambiente reduzem a presenca de IL-10 na mucosa inflamada de pacientes
com DC. Pacientes com RCU expressam IL-10, assim como HLA-G sugerindo

que a IL-10 poderia elevar a expressao do HLA-G na doenca inflamatéria *.

Apesar dos esforcos o mecanismo que regula a expressao do HLA-G ainda
nao foi esclarecido. J& foi demonstrado que alguns fatores influenciam na
expressdao do HLA-G: IL-10, IFN, glicocorticoides e progesterona parecem

estimular a expressao do HLA-G*.
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A regiao nao traduzida 3’ (3'UTR) exerce um papel na expressado do HLA-G
através de mecanismos reguladores pos-transcricionais. O polimorfismo
insercao/delecdo 14bp localizado na posicdo 3741 do éxon 8 age na
estabilizacdo do RNA do HLA-G. A transcricao com a insercao da 14bp permite a
remocao de 92 bases da regido durante o processamento, tornando o RNAm
(acido ribonucléico mensageiro) mais estavel e completo. A delecao influencia a
estabilidade do RNAm do HLA-G transcrito pois impede a perda das 92 bases do

RNAmM tornando-o mais instavel >4,

Assim, o polimorfismo da delecao/insercao do 14bp influencia a estabilidade
do RNAm do HLA-G do trofoblasto , isto é, o alelo +14bp estda associado a
baixos niveis de HLA-G que por sua vez esta implicado no surgimento da pré-

eclampsia e dos abortos recorrentes ¥'.

Na literatura ja existe descricdo de associacdo do HLA-G com esclerose
multipla, doenga celiaca, artrite reumatdéide, lUpus eritematoso sistémico, asma,
doenca de Behget, sarcoidose, pénfigo vulgar e miocardiopatia dilatada
idiopatica, transplantes, tumores celulares, estados inflamatérios e infeccdes
virais**’.

Recentemente passou-se a estudar o papel do HLA-G nas doencas
inflamatorias. Baseado em estudos iniciais levantou-se a possibilidade do HLA-G
transformar a resposta celular Th1 basicamente em resposta Th2, onde o HLA-G

agiria como uma molécula protetora nas respostas inflamatorias teciduais.
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Recentes estudos detectaram a expressdo do HLA-G em pacientes com
RCU mas ndo em pacientes com DC. Foi encontrada uma associagéo entre a
delecdo do alelo 14bp em pacientes com RCU e em pacientes com DC

4748 Glas e colaboradores avaliaram a

submetidos a resseccdes cirlrgicas
ocorréncia do polimorfismo da delegcao/inser¢cao de 14bp no HLA-G em pacientes
com DIl e encontraram uma menor freqiéncia de homozigotos para a delecéo

14bp em pacientes com RCU quando comparados aos pacientes com DC 2.

Considerando o envolvimento de fatores genéticos ainda nao exatamente
identificados e, a importancia do sistema imune na susceptibilidade a DI, este
estudo a analise do polimorfismo do 14bp no HLA-G, agregando uma nova forma

de diferenciacdo entre as doencgas inflamatérias intestinais.
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5. Pacientes e Métodos

5.1. Delineamento

Estudo transversal.

5.2. Populacao estudada

A populagdo deste estudo é composta por pacientes atendidos no
ambulatério de doencas inflamatérias intestinais (DIl) do Hospital Sdo Lucas da
PUCRS, coordenado pela Dra. Marta Machado. O namero total de pacientes que

mantém acompanhamento em intervalos regulares é de aproximadamente 200.

Todos os pacientes receberam o diagnéstico de DI, sendo subdivididos
em Retocolite ulcerativa (RCU) e Doenca de Crohn (DC) baseado em critérios
clinicos, laboratoriais, endoscépicos, radiolégicos e/ou histolégicos. Cada
paciente cadastrado no ambulatério possui um arquivo numeral onde sao
anotadas as consultas no ambulatério, os resultados de exames, as medicacdes

em uso, as intercorréncias clinico-cirargicas e as condutas médicas.

Pacientes que ndo apresentavam o diagnéstico de DIl confirmado através

dos critérios acima descritos foram excluidos do estudo.
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Os pacientes do ambulatério de DIl foram convidados a participar do
estudo. E, aqueles que aceitaram, assinaram um Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido.

As amostras de sangue da populagao estudada foram coletadas durante a
consulta de rotina realizada no ambulatoério de DIl do HSL-PUCRS, apos a leitura
e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Atualmente, estas
amostras fazem parte de um Banco de DNA genb6mico armazenado no

Laboratério de Imunogenética da UFRGS.

A amostra deste estudo compreende um total de 96 pacientes, ou seja,
aqueles que aceitaram participar e assinaram o termo de consentimento

informado.

Os pacientes que compuseram o grupo controle foram extraidos de uma
amostra de doadores de sangue, saudaveis, de Porto Alegre e totalizaram 460

individuos.

5.3. Obtencao dos dados clinicos

Todos os pacientes que aceitaram realizar o estudo apresentaram seus
prontuarios médicos revisados para a coleta de dados epidemiol6gicos,
sintomatologia, de escores de gravidade na RCU e de padrdao de comportamento

clinico na DC, de complicagdes clinicas, de realizacdo de exames endoscépicos
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e radiolégicos e seus resultados, de manifestacbes extra-intestinais, da
ocorréncia de cirurgia durante a evolugdo da doenca. No dia da coleta da
amostra de sangue foram obtidos os ultimos resultados de exames laboratoriais

trazidos pelo paciente na consulta (hemograma, PCR, VSG).

5.4. Extracao do HLA-G e genotipagem

As amostras de sangue para a extracdo do DNA foram coletadas no dia
das consultas no ambulatério de DIl através da coleta de sangue periférico. O
DNA foi isolado de células do sangue periférico de acordo com o protocolo

descrito por Lahiri & Nurnberger *°. O DNA foi armazenado a -20°C.

A genotipagem do gene HLA-G foi realizada através da técnica de PCR
(Polimerase Chain Reaction) utilizando-se oligonucleotideos iniciadores
especificos °°°'°2%% A reacdo de PCR para cada amostra foi preparada para um
volume final de 25 pL nas seguintes condi¢des: 1 uL de DNA (0,2-0,5 ug), 2,5 uL
de tampéao de PCR 10X [200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI], 0,75 uL de
MgCl2 50mM, 2 uL de dNTPs 5 mM, 1 pL de oligonucleotideos iniciadores na
concentracéo de 10 pmol para cada e 0,2 uL de Taq DNA polimerase 5U/uL. O
programa de amplificacao utilizado consistiu de 35 ciclos de 94°C por 30
segundos para desnaturacdo, 64°C por 1 minuto para anelamento dos
oligonucleotideos iniciadores e 72°C por 2 minutos para extensao, precedidos de
um ciclo de desnaturacgao inicial por 2 minutos a 94°C e seguidos de um ciclo de

extensdo final por 10 minutos a 72°C.
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A PCR com esses iniciadores produz fragmentos de 224 bp para
homozigotos para a insercao (+14bp) e de 210bp para homozigotos para a
delecédo (-14bp). As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 6%

sendo coradas com brometo de etideo para visualizagdo sob luz ultravioleta.

5.5. Analise estatistica

As frequéncias alélicas de ambos os genes foram determinadas por
contagem. Para determinar se as amostras populacionais estavam em Equilibrio
de Hardy-Weinberg foi usado o teste de qui-quadrado.

As freqiiéncias alélicas e genotipicas do HLA- G foram comparadas entre o
grupos de pacientes com DC e com RCU e os controles através do teste de qui-
quadrado com correcao de Yates, teste t de student e do teste exato de Fisher.

Na avaliacdo das médias e DP dos exames e sua comparacao entre os

grupos com DC e com RCU foram usados os testes ANOVA e Kruskal-Walls.

5.6. Consideracoes éticas

O estudo para a caracterizacdao imunogenética dos pacientes com DII foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS no dia 22 de agosto de
2005. Este braco do estudo para a avaliacdo do polimorfismo do HLA-G na DlI
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS em 01 de dezembro

de 2008 em oficio 1365/08.
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6. Resultados

Foram incluidos 96 pacientes com diagnéstico de DIl no estudo. Esses
pacientes foram subdivididos em dois grupos, aqueles com DC e aqueles com
RCU. O grupo dos pacientes com DC totalizou 56 pacientes e o grupo com RCU

compreendeu 40 pacientes (Tabela 1).

Tabela 1 — Comparagéao de variaveis demograficas, habito tabagico e tempo de
diagnéstico entre os pacientes com DC e RCU

DC RCU
Variaveis n =56 n=40 P

Sexo feminino, n® (%) 29 (51,8) 24 (60,0) 0,56!"
Idade, anos 432+ 14,6 41,7 +14,3 0,62
Etnia branca n? (%) 52 (92,8) 34 (85,0) 0,31
Fumo, n® (%) 12 (21,4) 5 (12,5) 0,39!"
Tempo de diagnéstico, meses 0,82

Média+DP 41,4 +70,9 21,7 £27,0

Mediana 12,2(1a47,7) 12,7 (4,1 a24,4)

Os dados séo apresentados como médiatdesvio padrdo (DP), mediana (minimo e
maximo) ou contagem (percentual). P: significancia estatistica, [1] qui-quadrado, [2] t
de student.

Como pode ser observado na Tabela 1 a distribuicdo por etnia
compreendeu 86 euro-descendentes (89,5%) e 10 afro-descendentes (10,5%) no
pacientes com DIl. Quando subdividimos nos grupos os euro-descendentes
totalizaram 52 dos 56 pacientes com DC (isto é 92,8%) e 34 dos 40 pacientes

com RCU (85%).
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Quanto ao sexo, a maioria da populagdo estudada pertencia ao sexo
feminino (53/96 pacientes) numa percentagem de 55,2% contra 44,8% do sexo
masculino (43/96 pacientes). Essa propor¢cao manteve-se quando subdividimos
em DC e RCU. A percentagem do sexo feminino com DC foi de 51,8% (29/56

pacientes) e com RCU foi de 60% (24/40 pacientes).

O tempo médio para a realizagdo do diagnostico das doencas
inflamatérias intestinais em meses, foi de 41,4 meses (cerca de 3 anos € meio)

para DC e 21,7 meses para RCU (quase 2 anos).

Apenas 8 dos 96 pacientes estudados apresentavam histéria familiar de

DIl, sendo que 4/8 eram portadores de DC e 4/8 de RCU.

Os sintomas clinicos mais comuns sao semelhantes em ambas as
patologias, porém suas frequiéncias sao relativamente distintas. A dor abdominal
esta presente em mais de 85% dos pacientes com DC enquanto na RCU apenas
45% dos pacientes apresentam este sintoma. Ja a diarréia é muito mais
freqiente nos pacientes com RCU (82,5% casos) quando comparada a DC
(60,7% casos). Chama a atencédo é a presenca de produtos patolégicos nas
fezes que ocorre em cerca de 60% dos pacientes com RCU enquanto menos de
s dos pacientes com DC (23,2%) apresentavam sangue ou muco nas fezes.

(TABELA 2)
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Tabela 2 — Comparagéao de variaveis clinicas, manifestagdes extra-intestinais e

complicacGes entre os pacientes com DC e RCU

DC RCU
Variaveis n =56 n =40 P

Sintomas, n? (%) < 0,001

Diarréia 4 (60,7) 33 (82,5)

Dor abdominal 8 (85,7) 18 (45)

Sangue nas fezes 3(23,2) 26 (65,0)

Muco nas fezes 3(23,2) 24 (60,0)

Febre 9 (16,0) 4 (10,0)

Tenesmo 3(5,3) 13 (32,5)

Suboclusao 10 (17,8) 1(2,5)
Manifestacdes extra-intestinais, n® (%) 0,54

Osteo-articulares 17 (30,3) 15 (37,5)

Pulmonares 7 (12,5) 4 (10,0)

Dermatolégicas 3(5,3) 6 (15,0)

Oculares 2 (3,6) 3(7,5)

Colangio-hepéticas 1(1,8) 3(7,5)
Complicagoes, n® (%) < 0,001

Fistula 24 (42,8) 0 (0,0)

Obstrucao 22 (39,3) 0 (0,0)

Intratabilidade clinica 2 (3,6) 4 (10,0)

Perfuracéo 5(8,9) 0 (0,0)

Abscesso 2 (3,6) 1(2,5)

Neoplasia 0 (0,0) 1(2,5)

Megacélon téxico 0 (0,0) 1(2,5)

Os dados sao apresentados como contagem (percentual). P: significancia

estatistica

A manifestacdo extra-intestinal mais comum em ambos os grupos foi a
osteo-articular, com uma ocorréncia em mais de 1/3 tanto nos pacientes com DC

e quanto nos pacientes com RCU. (TABELA 2)
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Quando é analisada a ocorréncia de complicacées no curso da doencga,
observa-se uma maior frequiéncia destas no grupo de pacientes com DC. As
complicagcdes mais freqlentes neste grupo, as fistulas (42,8%) e a obstrucéo
intestinal (39,3%), relacionam-se ao padrao da doenca. Este é basicamente

dividido em trés grupos: inflamatério, estenosante e fistulizante. (TABELA 2)

Quando é avaliada a localizacao das doengas na colonoscopia observa-se
uma maior freqiéncia de doenca em ileo (28,6% casos) e em ileo mais célon
direito (19,6% casos) naqueles pacientes com DC. Enquanto os pacientes com
RCU apresentam doenca em todo o célon (42,5% casos) seguido de doengca em
retossigmoide (27,5%) casos. Mais da metade (51,9% casos) dos pacientes com
DC apresentam estenose no Rx de transito de delgado. Observando-se a
presenca de atividade inflamatéria em intestino delgado, no Ecodoppler a cores

intestinal, em cerca de 80% dos pacientes com DC. (TABELA 3)
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Tabela 3 — Comparacéao de localizagao da doenga na colonoscopia e realizacao

de exames complementares entre os pacientes com DC e RCU

DC RCU
Variaveis n =56 n =40 P
Localizagédo a colonoscopia, n? (%) < 0,001
Pancolite 3(5,3) 17 (42,5)
ileo 16 (28,6) 0 (0,0)
Retossigméide 1(1,8) 11 (27,5)
Célon direito e ileo 11 (19,6) 0 (0,0)
Célon esquerdo 3 (5,3) 6 (15)
Anastomose cirargica 8 (14,3) 0 (0,0)
Reto 1(1,8) 6 (15)
Perianal 2 (3,6) 0 (0,0)
ielo e reto 5 (8,9) 0 (0,0)
Auséncia de doenca aparente 6 (10,7) 0 (0,0)
Endoscopia digestiva alta, n® (%) n =41 n=17 0,96
Normal 24 (58,5) 11 (64,7)
Esofagite 7(17,1) 2(11,8)
Gastrite 5(12,2) 2(11,8)
Duodenite 5(12,2) 2(11,8)
Rx de transito de delgado, n® (%) n=>52 n=15 <0,001
Normal 14 (26,9) 14 (93,3)
Estenoses 27 (51,9) 1(6,7)
Edema 5(9,6) 0 (0,0)
Fistula 3 (5,8) 0 (0,0)
Ulceras 3(5,8) 0 (0,0)
Ecodoppler intestinal, n® (%) n =41 n=17 <0,001
Atividade em delgado 33 (80,5) 0 (0,0)
Auséncia de atividade 7(17,1) 5 (29,4)
Atividade em célon esquerdo 0 (0,0) 7 (41,2)
Atividade em todo o célon 1(2,4) 5 (29,4)
n=6 n=16
ANCA positivo, n® (%) 1(16,7) 11 (68,8) 0,60
n==6 n=16
ASCA positivo, n? (%) 4 (66,7) 16 (100) 0,60

Os dados sao apresentados como contagem (percentual). P: significancia

estatistica
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Os 96 pacientes com DIl foram analisados quanto a ocorréncia da
insercao/delecdo do polimorfismo 14bp na regiao 3’'UTR do gene do HLA-G.
Esse grupo foi subdivido em dois grupos: aqueles com DC e aqueles com RCU,
que posteriormente foram comparados com o grupo controle de individuos

saudaveis doadores de sangue.

Os pacientes foram subdivididos em trés grupos: os homozigotos para
delecao (- 14bp/- 14bp) chamados Hd, os homozigotos para insercao (+ 14bp/+

14bp) denominados Hi e os heterozigotos (- 14bp/+ 14bp) chamados Ht.

Figura 1: Eletroforese em gel de acrilamida 6% dos produtos da PCR para
genotipagem do HLA-G Canaleta 1: controle negativo; 2 e 3 heterozigotos
(+14pb/-14pb); 4, 6 e 7 homozigotos para delegcédo (-14pb/-14pb); 5 homozigoto
para insercao (+14pb/+14pb); 8 marcador molecular, ladder de 100pb.
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O padrao de distribuicdo do gendtipo dos trés subgrupos (Hd, Ht, Hi)
quando comparado entre os grupos de pacientes com DC, grupo de pacientes
com RCU e grupo controle foi diferente. Esses resultados foram obtidos atraves
do teste de significAncia global, o teste de qui-quadrado (p = 0,033) e

confirmados com o teste exato de Fisher (p = 0,013).

Tabela 4 — Comparagao da freqiéncia genotipica no polimorfismo 14bp do

HLA-G entre os pacientes com DC, RCU e controles

DC RCU Controles

Genétipo n =56 n =40 n = 460
Hi (+14bp/+14bp) 1(1,8) 8 (20,0) 70 (15,2)
Ht (+14bp/-14bp) 27 (48,2) 20 (50,0) 223 (48,5)
Hd (—14bp/—14bp) 28 (50,0) 12 (30,0) 167 (36,0)

Os dados sao apresentados como contagem (percentual).
P= 0,013 (teste exato de Fisher)

A freqiéncia de heterozigotos (Ht) foi semelhante no grupo de pacientes
com DC (48,2%), com RCU (50,0%) e no grupo controle (48,5%). Esses
resultados foram obtidos através do teste de significancia global, o teste de qui-

quadrado, com valor de p = 0,982. (TABELA 4)

Ja a freqliéncia de homozigotos para a delecao, isto €, o Hd, foi maior nos
pacientes com DC (50,0%) quando comparado ao grupo de pacientes com RCU
(30,0%) e ao grupo controle (36,0%). Considerando especificamente o genétipo
Hd, obtivemos um valor p = 0,08, na comparacao dos trés grupos. Isso indica
que apesar de observarmos uma maior freqiéncia do genétipo homozigoto para
delecdo nos pacientes com DC, ainda ndo € possivel constatar a presenca de

significAncia estatistica classica. (TABELA 4)
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A freqiéncia de homozigotos para a insercdo 14bp, isto é, o Hi, foi
significativamente menor nos pacientes com DC (1,8%) quando comparado ao
grupo de pacientes com RCU (20,0%) e ao grupo controle (15,2%). Esses
resultados obtidos mostraram significAncia estatistica, p = 0,014, quando foi
utilizado o teste de qui-quadrado. Na comparacéo isolada dos grupos para a
situacado DC vs RCU observou-se um OR = 13,8 (IC95%: 1,6 a 306,6; P < 0,01) e
na situacdo DC vs Controle um OR = 9,87 (IC95%: 1,44 a 195,11; P< 0,01).

(TABELA 4)

Quando é avaliada a distribuicao alélica entre os trés grupos, obtém-se
um resultado estatisticamente significativo (p=0,01). Na comparacao isolada dos
grupos para a situacdo DC vs RCU e DC vs controles observou-se significancia
estatistica (p = 0,009 e p = 0,007 respectivamente). O que ndo ocorreu na

comparacao RCU vs controles (p = 0,39). (TABELA 5)

Tabela 5 — Comparagéao da freqiiéncia alélica no polimorfismo 14bp do

HLA-G entre os pacientes com DC, RCU e controles

DC RCU Controles

Alelo n=112 n=80 n =920
+ 14bp 29 (25,9) 36 (45,0) 363 (39,5)
- 14bp 83 (74,1) 44 (55,0) 557 (60,5)

Os dados sao apresentados como contagem (percentual).
P= 0,01 (qui-quadrado)

Posteriormente efetuou-se a divisdo do subgrupo de pacientes com RCU

de acordo com a classificagdo de TrueLove-Witts®™® que é usada para

52



extratificagdo de gravidade dos pacientes com RCU. Esta classificagédo divide os

pacientes com RCU em leve, moderada e severa intensidade da doenca.

Quando foi aplicada esta classificacdo de gravidade aos subgrupos do
polimorfismo 14bp dos pacientes com RCU obteve-se uma distribuicdo de
frequéncias onde o Hi foi de 62,5% (5/8) na RCU de leve intensidade contudo

sem significancia estatistica (p= 0,78)

Efetuou-se a divisao do subgrupo de pacientes com DC de acordo com o
comportamento da doenga em trés conjuntos: comportamento fistulizante,
comportamento estenosante e comportamento inflamatério. Quando foi aplicada
esta classificacdo de comportamento aos gendtipos 14bp dos pacientes com DC,
apesar de haver uma aparente maior freqiéncia de pacientes Ht no grupo
inflamatério de 42,3% (11/15) dos pacientes, ndo foi detectada diferenca
estatistica significativa quando comparados os diferentes gendtipos e o

comportamento da DC (p = 0,86)

Posteriormente foi analisada a ocorréncia de procedimentos cirargicos em
ambos as doencas e a sua correlagdo com os polimorfismos 14bp. Cerca de
50% (28/56) dos pacientes com DC realizaram algum procedimento cirurgico
durante a sua evolucdo. Apenas 5% (2/40) dos pacientes com RCU foram
submetidos a algum tratamento cirargico. O que é esperado de acordo com as
caracteristicas clinicas destas doencas. As analises dos subgrupos de
polimorfismos na DC e na RCU separadamente os resultados ndo foram

estatisticamente significativos.
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Realizou-se a avaliacdo quanto a ocorréncia de manifestacdes extra-
intestinais nos pacientes com RCU e com DC. Observou-se que cerca de 50%
dos pacientes com RCU (20/40) apresentavam alguma manifestacdo extra-
intestinal. Apenas 35,7% (20/56) dos pacientes com DC apresentaram alguma
manifestacdo extra-intestinal da DIl. Quando examinados os gendtipos do
polimorfismo identificou-se uma maior ocorréncia de Hd entre os pacientes que
nao apresentaram manifestacdes extra-intestinais, com uma distribuicdo de
64,3% (18/10) nos pacientes com DC e 66,7% (8/4) nos pacientes com RCU

entretanto ndo houve diferenca estatisticamente significativa.

Foram avaliados alguns exames laboratoriais em ambos os grupos. Os
exames foram escolhidos devido a importancia que exercem no
acompanhamento e na avaliagdo da gravidade das DII. Foram relacionados os
seguintes exames: hemoglobina sérica (HGB), linfécitos totais (LINF), velocidade

de hemossedimentacao (VSG) e proteina C reativa (PCR).

O valor médio da PCR foi sempre mais elevado em pacientes Hd tanto
quando avaliados pacientes com DC (PCR 2,61 £ 4,83) quanto quando avaliados
pacientes com RCU (PCR 2,23 = 3,33). Os pacientes Hi foram os que
apresentaram o valor médio mais baixo da PCR tanto no grupo com RCU (1,59 +
2,15) quanto no grupo DC (0,70). Lembrando que o valor normal da PCR no
laboratério do HLS-PUCRS é < 0,3. Nao foi encontrada significancia estatistica
dessas diferentes médias e DP entre os grupos Ht, Hd e Hi nos pacientes com

DC ou RCU quando utilizou-se os testes ANOVA e Kruskal-Walls.
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O valor médio do VSG foi mais elevado no grupo do polimorfismo Hd nos
pacientes com DC (VSG 21,33 £ 21,81) e no grupo Ht nos pacientes com RCU
(VSG 29,65 + 34,60). Novamente os pacientes Hi do grupo com RCU foram os
que apresentaram o valor médio mais baixo do VSG (11,5 + 10,1). Lembrando
que o valor normal do VSG no laboratério do HSL-PUCRS é para homens < 20 e
para mulheres < 13. Entretanto ndo foi encontrada significAncia estatistica
dessas diferentes médias entre os grupos Ht, Hd e Hi nos pacientes com DC ou

RCU quando utilizou-se os testes ANOVA e Kruskal-Walls.

O valor médio da HGB foi mais elevado nos individuos com genétipo Hd
nos pacientes com DC (HGB 13,56 £ 1,46) e nos individuos com genétipo Ht nos
pacientes com RCU (HGB 13,38 £ 1,88). Lembrando que o valor normal da HGB
no laboratério do HSL-PUCRS para homens € de 13 a 18g/dl e para mulheres de
12 a 16g/dl. Entretanto n&o foi encontrada significancia estatistica dessas
diferentes médias entre os grupos Ht, Hd e Hi nos pacientes com DC ou RCU

guando utilizou-se os testes ANOVA e Kruskal-Walls.

Acreditando que HGB abaixo de 10 caracteriza anemia definiu-se este
valor como ponto de corte. Apenas 3 pacientes, dois deles no grupo DC e um no
grupo RCU apresentaram HGB abaixo de 10, sendo que todos possuem o
gendtipo Ht. Devido ao pequeno numero amostral os testes ndo evidenciaram

significancia estatistica.
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O valor médio dos LINF foi sempre mais elevado nos pacientes com
gendtipo Hi tanto entre os pacientes com DC (LINF 3354) quanto com RCU
(LINF 2046 + 1165). Ja o valor médio foi sempre mais baixo nos individuos com
gendtipo Hd tanto entre pacientes com DC (LINF 1581 + 900) quanto entre os
pacientes com RCU (LINF 1327 = 575). Mas nao foi encontrada significancia
estatistica dessas diferentes médias quando utilizados os testes ANOVA e

Kruskal-Walls.
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7. Discussao

No presente estudo foram analisadas as freqUéncias do polimorfismo do
14bp do gene do HLA-G nos pacientes com doencgas inflamatérias intestinais. O
HLA-G é uma molécula envolvida na regulacdo do sistema imune humano e
consequentemente esta envolvida no desenvolvimento de doengas inflamatérias

e autoimunes.

O objetivo do estudo foi analisar a ocorréncia e a freqiéncia deste
polimorfismo e verificar a sua potencial associacdo com determinadas

caracteristicas clinicas das doencas inflamatérias intestinais.

Possivelmente, em patologias de carater inflamatério, como por exemplo,
na doenca inflamatéria intestinal, a delegcao de 14bp na regido 3'UTR do éxon 8
diminui a estabilidade do mRNA e quando presente, parece diminuir a
concentracao das isoformas de proteinas HLA-G e isso parece estar associado
com um padrao de resposta do tipo Th1 (inflamatéria). Ja o alelo de insercao de
14bp aumenta a estabilidade do mRNA e parece agir como um fator de protecéo
da mucosa gastrointestinal dificultando a infiltragdo de células T no tecido.
Baixas concentragcdes de HLA-G resultariam em um aumento da resposta de
linfécitos T citotdxicos e a inducdo de um perfil de citocinas do tipo Thi,

enquanto altas concentracdées nao atuariam neste sentido.
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Os grupos estudados, grupo DC, grupo RCU e grupo controle
apresentavam equilibrio de Hardy-Weinberg testado através do teste de qui-
quadrado tanto para os grupos individualmente quanto para o conjunto global (p

= 0,682).

Neste estudo houve uma menor freqiéncia do gendtipo Hi (+14bp/+14bp)
nos pacientes com DC (p = 0,014). A baixa frequéncia de individuos da amostra
foi caracterizada por apenas um individuo Hi entre os 56 pacientes com DC. Os
pacientes com DC apresentam um desequilibrio da resposta imune Th1/Th2 em
direcdo a resposta Th126*23% Podemos sugerir que a ocorréncia do genétipo da
insercdo (+14bp) do HLA-G direciona o padrdo de resposta imune para um
padrao do tipo Th2, com supressao da resposta citotdxica (células T citotoxicas e
células NK) e inducédo de um perfil de citocinas IL-4, IL-5 e IL-6 que favorecem a
imunidade humoral. Nesse contexto, seria esperado que pacientes com DC
apresentassem uma menor frequiéncia do gendtipo Hi, o que efetivamente
observamos no estudo. Através do estudo observou-se que o calculo da razéo
de verossimilhanga dos individuos Hi com RCU e com DC atinge o valor de
13,75 (IC 95%: 1,61 a 306,61; P = 0,004), o que significa que ao encontrarmos
um paciente Hi este possui uma chance 13,75 vezes maior de apresentar RCU

do que DC.
Também se observou uma maior freqiéncia do gendtipo Hd (-14bp/-14bp)

em pacientes do grupo DC, apesar de ndo haver significancia estatistica (p =

0,08).

58



A frequéncia de distribuicdo do genétipo 14bp na RCU foi semelhante a da
populacado de controles saudaveis, com discreto predominio do genétipo Hi nos
pacientes com RCU em comparacdo com os demais grupos. Houve significancia
estatistica apenas quando comparados os grupos RCU e DC (p < 0,01). O que
sugere que o gendtipo + 14bp/+ 14bp do HLA-G torna a resposta inflamatéria

dos pacientes com RCU diferente daquela dos pacientes com DC.

A distribuicdo das freqUéncias alélicas apenas corrobora os achados
genotipicos: o alelo — 14bp estd em maior freqiéncia nos pacientes do grupo DC

e menor freqiéncia no grupo de pacientes com RCU.

Quando avaliamos algumas variaveis clinicas através da revisao de
prontuario dos pacientes em acompanhamento no ambulatério de DIl
observamos algumas tendéncias, porém provavelmente devido ao pequeno
tamanho amostral ndo se obteve valores estatisticamente significativos
impossibilitando avaliar a relacdo destas variaveis com o polimorfismo 14bp do

HLA-G.

Na avaliacdo de marcadores sanguineos de inflamacdo (PCR e VSG)
utilizados no acompanhamento clinico ambulatorial destes pacientes observa-se
que o grupo de pacientes com delecdo 14bp tende a apresentar marcadores
inflamatérios em niveis mais elevados, independente de pertencerem aos grupos
DC ou RCU, quando comparados aos pacientes com insercdao 14bp. O inverso
ocorre com a contagem de linfécitos no sangue periférico: que tende a ser de

menor valor no grupo Hd e de maior valor no grupo Hi.
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A hipoétese discutida na revisdo bibliografica deste estudo vai ao encontro
com os resultados obtidos no nosso trabalho, em que o gendétipo de insercéao
encontra-se significativamente diminuido e o gendtipo de delecdo esta
aumentado no grupo de pacientes com DC, os quais apresentam um perfil

inflamatério tipico (Th1).

Os resultados aqui apresentados sugerem um envolvimento diferencial da
molécula HLA-G, inferido a partir das freqiéncias genotipicas do polimorfismo de
14bp, na DC e na RCU. No entanto, o real envolvimento do HLA-G na doenca
inflamatéria intestinal s6 podera ser estabelecido com a continuidade dos
estudos que associem tanto as variantes géenicas do HLA-G quanto o nivel de
expressao das diversas isoformas desta molécula entre as diferentes doengas

inflamatérias intestinais.
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8. Conclusao

A analise do polimorfismo insercao/delecéao de 14 bp no éxon 8 da regiao

3'UTR do gene do HLA-G permitiu conclui que:

8.1. Existe uma associacao entre o polimorfismo no éxon 8 do gene do
HLA-G com a DII.

8.2. As freqUéncias alélicas e genotipicas observadas para o grupo dos
pacientes com DIl comparadas com as frequéncias observadas no grupo
controle ndao foram semelhantes. Observou-se uma menor freqiéncia do
gendtipo de insercdo em pacientes com DC em relacdo aos pacientes com RCU
e aos controles.

8.3. Nao ha uma correlagdo entre as alteragdes imunogenéticas e as

variadas caracteristicas clinicas de RCU e DC.
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Apéndice 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

A Doenca Inflamatéria Intestinal é determinada por uma série de fatores
que incluem caracteristicas genéticas e influéncia do ambiente no qual o
individuo se encontra.

Este estudo esta sendo realizado para tentar identificar e caracterizar
fatores genéticos, principalmente associados ao sistema de defesa do organismo
(sistema imune) envolvidos na Doenca Inflamatéria Intestinal.

DE QUE CONSTA O ESTUDO?

Sera coletada uma amostra de sangue. O exame de sangue sera
destinado a avaliagcdo genética e sera utilizado para a analise da presenca de
proteinas sollveis ou ligadas as células sangiiineas que possam estar
envolvidas no desenvolvimento da Doenca Inflamatéria Intestinal. A partir deste
sangue também sera extraido DNA o qual sera utilizado para a anadlise de
polimorfismos de genes que possam estar associados a inflamacao existente
nesta doenca. O uso do sangue para quaisquer outras finalidades é vetado.

QUAIS SAO AS VANTAGENS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

1. Como o presente trabalho visa avaliar o padrao de resposta do sistema
imune em individuos com Doenca Inflamatéria Intestinal, qualquer fator
de predisposicao identificado pode tornar-se alvo potencial de uma
terapia voltada ao controle dos sintomas clinicos associados a esta
caracteristica.

2. Os participantes deste trabalho estardo auxiliando para o avanco e
progresso do conhecimento sobre sobre a Doenga Inflamatéria
Intestinal.

QUAIS SAO AS DESVANTAGENS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

1. Comparecer ao hospital

2. Realizar uma coleta de sangue, que pode causar dor temporaria e/ou
um hematoma.

HA A POSSIBILIDADE DE ESTE ESTUDO CONTINUAR?

Este estudo foi planejado para encerrar em 2008. No entanto, € possivel
que mais genes e outros fatores relacionados a Doenca Inflamatéria Intestinal
possam vir a ser analisados mais adiante.

DADOS RELATIVOS A PROTEGCAO DO PACIENTE

A. Os dados coletados neste estudo sdo confidenciais, e ndo serao
revelados dados que permitam identificar os pacientes em hip6tese
alguma.
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B. A adesao ao estudo é voluntaria, ou seja, cada paciente é livre para
decidir ndo participar.

C. A decisao de nao participar nao interferira no acompanhamento normal
dos pacientes no centro.

D. O paciente é livre para desistir em qualquer momento do estudo, sem
necessidade de fornecer justificativa.

COMPREENSAO E AUTORIZACAO

Tendo compreendido as informacdes do presente termo de consentimento
e concordado com elas, assinala com um X apenas uma das op¢des abaixo:

( ) Autorizo o uso do material coletado para esta pesquisa.

( ) Autorizo uso e estoque do material coletado para esta pesquisa e para
a analise de outros fatores que possam vir a ser considerados relevantes dentro
desta linha de pesquisa, desde que pelo mesmo grupo de pesquisa.

Paciente:

Registro: Assinatura:
Pesquisador:
Assinatura do pesquisador:
Porto Alegre, de de 200__.

Pesquisador Responsavel no Centro: Dra. Marta Brenner Machado
Pesquisador Responsavel no Departamento de Genética da UFRGS: José Artur
Bogo Chies. Telefone para contacto: 33 16 67 40 (c/ José Artur Bogo Chies)
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Apéndice 2

AMBULATORIO DE DOENGAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS

Registro:

Nome:

Nome da Mae: Nome do Pai:

Sexo: RG: CPF: Estado civil:

Data de

Nascimento: Naturalidade:

Etnia (branca, amarela, preta, parda, indigena): Ascendénciadudaica:
Enderego Completo:

Cidade:

UF: CEP: Qto tempo reside no local:

Escolaridade: (analfab., ensino fundamental, médio, superior /// Completo x Incomp)
Numero de Anos Estudados:  Profissao:

Ambiente de Trabalho (aberto/fechado)

Diagnéstico: [] DC
[1RCUI
[] Colite Indeterminada

Forma de Apresentacdo: [] Clinica
[1Cirdrgica

N° de Familiares afetados: 1° grau:___ 2° grau:___
Gestagéo: [1SIM [INAO

Uso de ACO: []SIM [1NAO

Numero de Gestagbes:

Data da Ultima Gestagéo:

Doencas Associadas: [ ] NAO [] DM [ ] HAS [] Esclerose Mdltipla [ ] Psoriase [ ] Asma
[ ] Outras:

Colonoscopias:
1/ 1
* /]

3/

Outras__ /|

Data dos Primeiros Sintomas /!

Data do Diagnéstico: /[
Idade do Diagnostico: [ ] <40 anos
[ ] >=40 anos

Historico Familiar: [1SIM[]NAO

Tabagismo: []SIM []NAO
[] Atual N° de Cigarros/dia:
[]1Pregresso N°de Cigarros/dia:
Tempo de Tabagismo (anos) __

RETOCOLITE ULCERATIVA
Localizacao: [ 1 Proctite/proctossigmoidite
[ 1 Hemicolite esquerda
[ 1 Pancolite ;
Atividade da Doenca: [] SIM [ 1NAO



Truelove & Witts  []Leve []Moderada []Grave
Marcadores: [ ] ANCA [] ASCA []HLA-B27

DOENCA DE CROHN
Localizagao: [ 1 lleal/llecCecal (L1)
[ ] Colbnica (L2)
[ ] lleocolbnica (L3)
[]1Sist. Digestorio Superior (L4)
[ 1 Anorretoperineal
Comportamento: [] Nao penetrante (B1)
[ ] Estenosante (B2)
[ ] Penetrante (B3)
Atividade da Doenga: [ ] SIM
[1NAO
Marcadores: [ ] ANCA [] ASCA []HLA-B27

COMPLICACOES []NAO []SIM
[ 1 Abscesso
[ ] Perfuragdo em peritdnio livre
[ ] Obstrucao
[ ] Neoplasia
[]1Outras:
[ ] Obito (data e causa)

MANIFESTACOES EXTRA-INTESTINAIS

Pele e Mucosa: [ ] Eritema Nodoso
[ ] Pioderma Gangrenoso
[ ] Ulceras Orais
[]Outras:

] Irite

] Episclerite

] Uveite

] Outras:

] Artrite

] Sacroileite

]

]

]

Olhos:

Espondilite Anquilosante
Outras:_

[
[
[
[
Osteoarticulares: [
[
[
[
[ 1 Colangite esclerosante

Hepatobiliares:

[ ] Dependente

TERAPEUTICA ATUAL:
Esteroides: [ ] Resposta Efetiva [ ] Resposta Refrataria
Salicilatos: [ ] Sulfassalazina [15-ASA
Antibidticos: [ ] Ciprofloxacina [ ] Metronidazol
Probiéticos: [
Azatioprina ou 6MP Inicio:__ / / Fm:__ [/ [/
[ ]1Intolerancia [ ] Resposta Satisfatéria [ ] Nao-Resposta
Outros: [ 1 Metotrexato
[ ] Anticitocinas
[ ] Citocinas

[ ] Outras medicagoes:



TERAPEUTICA PREGRESSA: []1SIM []NAO

Esterdides: [ ] Resposta Efetiva [ ] Resposta Refrataria [ ] Dependente
Salicilatos: [ ] Sulfassalazina [15-ASA DOSE:_

[ ]1Intolerancia [ ] Resposta Satisfatéria [ ] Nao-Resposta
Antibidticos: [ ] Ciprofloxacina [ 1 Metronidazol []Outros: DOSE:

[]1Intolerancia [ ] Resposta Satisfatéria [ ] Nao-Resposta
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Abstract

Inflammatory bowel disease (IBD), represented by ulcerative retocolitis (UC) and
Crohn’s disease (CD), is a multifactorial disease influenced both by genetic as
well as by environmental factors. Some genes related to immune responses were
already implicated as potentially involved in IBD development. The HLA-G is one
of these genes. HLA- G is a non-classical MHC class | molecule characterized by
a low polymorphism at the DNA level and limited tecidual distribution. In the
present work, we analyzed the insertion/deletion polymorphism of 14 bp on the
HLA-G gene 3" UTR in order to verify its association to IBD variants. Ninety six
IBD patients were evaluated. Patients were subdivided in two groups, CD (n= 56)
and UC (n=40). Allelic and genotypic frequencies were compared among the
patients as well as a group of health blood donors. Genotypic frequencies were
different among the tested groups (p = 0.013). The frequency of homozygous for
the insertion allele was significantly lesser in CD when compared to both UC and
control groups (p=0.014). Conversely, the frequency of homozygous for the
deletion allele was higher in the CD when compared to both UC and control
groups (p = 0.08). Our data suggest that the HLA-G genotype can contribute to
the IBD process. However a higher number of patients is essential to confirm this

finding.

Key-words: inflammatory bowel disease; HLA-G; immune response;

immunogenetics.
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Introduction

Inflammatory bowel disease (IBD) can be divided in two different entities:
Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC), both characterized as
inflammatory chronic systemic diseases. In Brazil there are no data available on
IBD prevalence or incidence. The difficulty to diagnosis IBD is probably due to
the absence of a gold standard test, the multiplicity of symptoms and the cost of
diagnostic examinations. Nevertheless, differences on IBD prevalence among
industrialized and underdeveloped countries were reported and highlight the need
for study these diseases in different environments (1).

The ethiopathology of IBD involves genetic, environmental and socio-
economic factors characterizing IBD as a multifactorial disease. It was suggested
that IBD would represent a modified immune response in a genetically
susceptible individual, directed by environmental stimulation. Therefore, IBD
represents a dysregulation of the immune system. An important factor in the
development of the IBD seems to be the pattern of immunological responses.
Analyses of the intestinal mucosa in UC and CD individuals shown an increase in
the expression of pro-inflammatory cytokines, such as interleucin-1 (IL-1),
interleucin-6 (IL-6) and TNF-a, suggesting that Th1 lymphocytes would be
involved on the exacerbated response (2,3,4).

Currently, several studies try to identify the genes involved in IBD
development. Immune response related genes are specially important candidate
targets in such studies.

The Human Leukocyte Antigen G (HLA-G) is a non-classical class | Major
Histocompatibility Complex (MHC) molecule which is characterized by low
polymorphism at DNA level, limited tissue distribution in non-pathological
conditions and expression of both membrane-bound and soluble isoforms by
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alternative splicing (5). Recent studies demonstrate that HLA-G is induced at the
course of inflammatory pathologies such as myositic lesions, psoriatic lesions on
skin and multiple sclerosis (6,7,8). HLA-G expression has been suggested as a
possible mechanism of tissue protection against autoimmune inflammatory
responses, therefore acting as a mechanism of immune surveillance (9,10).
Furthermore, HLA-G expression on the surface of epithelial intestinal cells seems
to play a role on the suppression of pro-inflammatory cytokines in ulcerative
colitis (11).

Expression of HLA-G may be influenced by genetic variants on the HLA-G
gene. Particularly, it was shown that a HLA-G gene polymorphism, a 14 bp
insertion/deletion in exon 8 of the gene, might play a role in mRNA stability (12)
and is, to some extent, associated with alteration in the plasmatic levels of
soluble forms of HLA-G (13,14). The involvement of this polymorphism in
situations where immune regulation is required, such as in the maintenance of
pregnancy (15,16), in the success of in-vitro fertilization (17), development of pre-
eclampsia (18,19) and other pathological conditions such as sarcoidosis (20) has

been also described.

In our laboratory, we have found a positive association between the HLA-G
-14bp/-14bp (del/del) genotype and susceptibility to Juvenile Idiopathic Arthritis
(JIA) (21). Considering the chronic inflammation present in IBD, and considering
the previous works proposing a role to the HLA-G molecule in such disease (22),
it would be interesting to investigate the influence of polymorphisms at the HLA-G
gene in IBD, assessing the frequency of the 14bp polymorphic variants.
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Material and Methods

The patients group was comprised of 96 individuals that underwent
treatment at the IBD ambulatory of the S&o Lucas Hospital (HSL-PUCRS) in
Porto Alegre, capital of the southernmost state of Brazil. The patients were invited
to participate of the study and an informed consent was obtained from all subjects
that accepted to participate. Clinical features and demographic data, as well as
data concerning endoscopic and radiologic exams and surgeries were obtained
from their medical reports. The controls were healthy donor blood individuals from
the urban population of Porto Alegre or other cities from the same geographic
area of the patients.

Polymerase chain reaction (PCR) amplification of exon 8 of the HLA-G
gene and genotyping: DNA was isolated from peripheral blood cells using a
salting out method (26). Polymerase chain reaction (PCR) amplification of exon 8
of the HLA-G gene was performed as previously described (27). The amplified
PCR products were visualized in 6% polyacrylamide gel stained with ethydium
bromide. Amplicon sizes for the 14bp polymorphism were: 224 pb for the +14bp
allele and 210bp for the -14bp allele. All experiments included a control for both

homozygous genotypes.

Statistical analysis: The allelic and genotypic frequencies were determined
by counting. HLA-G genotypic frequencies were compared to Hardy—Weinberg
(HW) expectations using Chi-Square tests. HLA-G allelic frequencies and HLA-G
genotypes were compared among patient and control groups using the %2 test
(with Yates correction when necessary), t student or Fisher's Exact Test. In the
evaluation of the averages and standard deviation and its comparison among the
groups ANOVA and Kruskal-Wallis were used. The significance level was set at o
= 0.05 (two-tailed) and all statistical analyses were performed with SPSS 13.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and winPEPI.
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Results

The present study comprised 96 patients with IBD subgrouped in UC (n =
40) and CD (n = 56) (see further details on demographic data on Table 1). The
clinical features were similar in both diseases, however the frequencies are
distinct. For example, abdominal pain was present in more than 85% of the CD
patients while only 45% of the UC patients present this symptom. Diarrhea was
much more frequent in UC (82.5%) when compared to CD patients (60.7%). The
presence of pathological products in the feces occurs in about 60% of UC
patients while less of V4 of CD (23.2%). For further data on clinical features see
Table 2.

In Table 3 a comparison of colonoscopic disease and complementary
exams performed on patients is presented. When the localization of the disease
in the colonoscopy was evaluated, a higher frequency of illness in ileum (28.6%
cases) and right colon plus ileum (19.6% cases) was observed in CD patients.
42.5% of UC patients presented pancolitis and 27.5% presented retossigmoid
disease. More than half of the CD patients (51.9%) presented stenosis in the
intestinal transit radiologic exam. Intestinal inflammatory activity could be
observed by color ecodoppler in about 80% of CD patients.

The 96 IBD patients were genotyped for the 14bp insertion/deletion
polymorphism of the HLA-G 3' UTR. All groups were under Hardy-Weinberg
equilibrium (data not shown). Genotypic frequencies were significantly different
when CD and UC patients were compared to the control group [qui-square test
(p = 0.033) and confirmed with the accurate Fisher test (p = 0,013)]. The
frequency of heterozygous was similar in all groups [CD (48.2%), UC (50.0%)
and controls (48.5%)]. See Table 4. The frequency of homozygous for deletion
was higher among CD patients (50.0%) as compared to UC patients (30.0%) and
controls (36.0%). Considering specifically the —14bp/—14bp genotype, the p value
was 0.08, in the comparison of the three groups. This indicates only a tendency
to a higher frequency of this genotype among CD patients. In the isolated
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comparison of the groups for the situation CD versus UC the OR observed was
2.33 (IC95%: 0.91 to 6.02; P=0.08) and in the situation CD versus controls the
OR was 1.75 (IC95%: 0.97 to 3.17; P=0.06).

The frequency of +14bp/+14bp genotype was significantly lower among
CD patients (1.8%) as compared to UC patients (20.0%) and to controls (15.2%)
(p = 0.014). In the isolated comparison of the groups for the situation CD versus
UC was observed an OR = 13.8 (IC95%: 1.6 to 306.6; P < 0.01) and in the
situation CD versus control and OR = 9.87 (IC95%: 1.44 to 195.11; P< 0.01)
(TABLE 4).

When the allelic frequencies were compared, a statistical significant
difference was observed (p = 0.01). In the isolated comparison of the groups for
the situation CD versus UC and CD versus controls the results were respectively
p = 0.009 and p = 0.007, Table 5.

Biochemical and hematological laboratory tests [serical hemoglobin (HGB),
lymphocyte counts (LINF), hemossedimentation velocity (HSV) and C-reactive
protein (CRP)] were also performed. The average CRP value was always higher
in -14bp/-14bp individuals both in CD (2.61 + 4.83) as well as in UC (2.23 + 3.33)
patients as compared to +14bp/+14bp [UC (1.59 + 2.15) and CD (0.70 — only one
patient with this genotype)]. The normal CRP value in the of the HSL-PUCRS
laboratory is < 0.3. The average HSV value was higher in the -14bp/-14bp CD
patients (21.33 £ 21.81) and in the +14bp/-14bp UC patients (29.65 + 34.60). UC
+14bp/+14bp patients presented the lower average HSV value (11.5 £ 10.1). The
normal HSV value in the HSL-PUCRS laboratory is < 20 for men and < 13 for
women. The HGB average value was higher in -14bp/-14bp CD patients (13.56 +
1.46) and in +14bp/-14bp UC patients (13.38 = 1.88). The normal HGB value in
the HSL-PUCRS laboratory is 13-18g/dl for men and 12-16g/dl for women.
However these differences were not statistically significant (ANOVA and Kruskal-
Wallis tests). The average LINF count was higher among +14bp/+14bp both in
CD (3354) as well as in UC patients (2046 £ 1165). Also, the average value was
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always lower in -14bp/-14bp individuals [CD (1581 £ 900) and UC (1327 + 575)].

Again, no statistical significant differences were observed.
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Discussion

In the present study the frequencies of the 14bp polymorphism of the HLA-
G gene was analyzed in IBD patients. The HLA-G is a molecule involved in the
regulation of the human immune system and consequently is potentially involved

in the development of inflammatory and autoimmune diseases.

In this study a lower frequency of the +14bp/+14bp genotype was
observed among CD patients (p = 0.014), nevertheless, it should be pointed out
that only one individual (out of 56 CD patients) fall in such category. A likelihood
ratio of 13.75 (IC 95%: 1.61 to 306.61; P = 0.004), was calculated, meaning that
a +14bp/+14bp patient has a 13.75 times higher possibility to present UC as
compared to CD. Also, a higher frequency of the -14bp/-14bp genotype was
observed in CD patients although not statistically significant (p = 0.08). The
absence of statistic significance probably was due to the small sample size.

The genotypic frequency distribution among UC was similar to those on the
control group, with a discrete predominance of the +14bp/+14bp genotype in UC
patients. These findings suggest that the +14bp/+14bp genotype of the HLA-G
gene interferes differently in the inflammatory response of UC and CD patients.
The distribution of the allelic frequencies corroborates the genotypic findings: the
-14bp allele frequency is higher in CD patients as compared to UC patients.

When clinical features were evaluated some trends were observed, although
no statistical significant values were found. Therefore it is not possible to
conclude a definitive relation of these variables and the HLA-G polymorphism
14bp. In the evaluation of inflammation markers (CRP and HSV) we observed
that the group of patients with the -14bp/-14bp genotype tends to present higher
levels as compared to the patients with the +14bp/+14bp genotype,
independently to belong to the CD or to the UC subgroup. Lymphocytes counts in
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the peripheral blood were also interesting: lower values were observed among -

14bp/-14bp individuals and higher values among +14bp/+14bp individuals.

The results presented here suggest a distinct involvement of the HLA-G
molecule, inferred from the genotypic frequencies of the 14bp polymorphism, in
the CD and in the UC pathophysiology. However, the real involvement of the
HLA-G molecule on IBD will only be established with the continuity of associative
studies in different populations.
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Table 1 — Comparison of demographic variables, smoke habit and time of diagnosis
between CD and UC patients

CD uc
Variaveis h =56 n=40 P

Female sex, n° (%) 29 (51.8) 24 (60.0) 0.56!"
Age, years 43.2+14.6 41.7 +14.3 0.62
Euro derived n® (%) 52 (92.8) 34 (85.0) 0.31M"
Smoke, n? (%) 12 (21.4) 5(12.5) 0.39!"
Time to the diagnosis, months 0.82%

Mean + SD 41.4+70.9 21.7+27.0

Median 12.2(1a47.7) 127 (4.1a24.4)

The data are presented as average ( standard deviation (SD), mean (minimum and
maximum) or counting (percentile). P: statistics significance, [1] qui-square, [2] t of
student.
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Table 2 — Comparison of clinical features, extra-intestinal manifestations and
complications between CD and UC patients

CcDh uc
Variaveis nh =56 n =40 P

Clinical features, n (%) < 0.001

Diarrhea 34 (60.7) 33 (82.5)

Abdominal pain 48 (85.7) 18 (45.0)

Blood in feces 13 (23.2) 26 (65.0)

Mucous in feces 13 (23.2) 24 (60.0)

Feever 9 (16.0) 4 (10.0)

Tenesm 3(5.3) 13 (32.5)

Suboclusion 10 (17.8) 1(2.5)
Extra-intestinal manifestations, n (%) 0.54

osteoarthicular 17 (30.3) 15 (37.5)

Pulmonary 7 (12.5) 4 (10.0)

Dermatological 3(5.3) 6 (15.0)

Eyes 2 (3.6) 3(7.5)

Colangio-hepatics 1(1.8) 3(7.5)
Complications, n (%) < 0.001

Fistula 24 (42.8) 0 (0.0)

Obstruction 22 (39.3) 0 (0.0)

Clinic intratabile 2 (3.6) 4 (10.0)

Perfuration 5(8.9) 0 (0.0)

Abscess 2 (3.6) 1(2.5)

Neoplasia 0 (0.0) 1(2.5)

Toxic megacolon 0 (0.0) 1(2.5)
The data are presented as counting (percentile). P: statistic significance
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Table 3 — Comparison of colonoscopic disease and complementary exams

between CD and UC patients

CcD uc
Variaveis n =56 n =40 P
Colonoscopy disease extention, n? (%) < 0.001
Pancolite 3 (5.3) 17 (42.5)
lleum 16 (28.6) 0 (0.0)
Retossigmoid 1(1.8) 11 (27.5)
Right colon and ileum 11 (19.6) 0 (0.0)
Left colon 3(5.3) 6 (15.0)
Surgery anatomosis 8 (14.3) 0 (0.0)
Retum 1(1.8) 6 (15.0)
Perianal 2 (3.6) 0 (0.0)
lleum and retum 5(8.9) 0 (0.0)
No disease in colonoscopy 6 (10.7) 0 (0.0)
Endoscopy, n® (%) n =41 n=17 0.96
Normal 24 (58.5) 11 (64.7)
Esofagitis 7(17.1) 2(11.8)
Gastritis 5(12.2) 2(11.8)
Duodenitis 5(12.2) 2(11.8)
Jejuno and ileum Rx, n® (%) n=>52 n=15 <0.001
Normal 14 (26.9) 14 (93.3)
Stenosis 27 (51.9) 1(6.7)
Edema 5(9.6) 0 (0.0)
Fistula 3(5.8) 0 (0.0)
Ulcers 3 (5.8) 0 (0.0)
Intestinal Ecodoppler, n (%) n =41 n=17 <0.001
Activity in ileum 33 (80.5) 0 (0.0)
No activity 7(17.1) 5(29.4)
Activity in left colon 0 (0.0) 7 (41.2)
Activity in all colon 1(2.4) 5(29.4)
n==6 n=16
ANCA positive, n (%) 1(16.7) 11 (68.8) 0.60
n==6 n=16
ASCA positive, n (%) 4 (66.7) 16 (100) 0.60

The data are presented as counting (percentile). P: statistic significance.
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Table 4 — Comparison of genotype frequence of HLA-G 14bp polymorphism
between CD, UC and control patients

CD uc Controls

Genotype n =56 n =40 n = 460
Hi (+14bp/+14bp) 1(1.8) 8 (20.0) 70 (15.2)
Ht (+14bp/—14bp) 27 (48.2) 20 (50.0) 223 (48.5)
Hd (—14bp/—14bp) 28 (50.0) 12 (30.0) 167 (36.0)

The data are presented as counting (percentile). P= 0.013 (exact Fisher test)

Table 5 — Comparison of allelic frequence of HLA-G 14bp polymorphism
between CD, UC and control patients

CD ucC Controles

Allelic n=112 n=2380 n =920
+ 14bp 29 (25.9) 36 (45.0) 363 (39.5)
- 14bp 83 (74.1) 44 (55.0) 557 (60.5)

The data are presented as counting (percentile). P= 0.01 (qui-square)
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