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RESUMO: A ileite do reservatorio pés retocolectomia total constitui uma das complicagfes mais comuns nos doentes com RCUI,
apresentando pequena fregliéncia nos doentes com PAF. Objetivo: Avaliar a atividade inflamatéria em mucosa de reservatoérios
ileais endoscopicamente normais, atravées da expressdo de TNF-a, NF-kB e |IL-1b. Casuistica e M étodos: Selecionaram-se 20
doentes submetidos a retocolectomia total com reservatorio ileal em “J” pelo Grupo de Coloproctologia da UNICAMP, sendo 10
doentes com RCUI e 10 com PAF. O grupo controle foi constituido por ileo terminal de intestino normal. Realizadas bidpsias da
mucosa do reservatorio ileal e do ileo terminal normal, e congeladas em nitrogénio liquido. A expressdo de TNF-a e IL-1b foi
analisada por extrato total e de NF-kB por meio de imunoprecipitado. A separacao protéica foi feita por eletroforese em gel de
poliacrilamida. Resultados: Expressdo de TNF-a elL-1b apresentaram niveis maior es nos doentes com RCUI, quando compar a-
dos aqueles com PAF (p<0.05). Por outro lado, a expressdo de NF-K B foi maior nos doentes com RCUI, porém sem diferenca
estatistica em relacéo aos de PAF. O grupo controle apresentou pequena expressao de TNF-a (p<0.01) e expressdo de NF-KB
(p>0.1) elL-1b (p > 0.05) sem diferenca estatistica em relacdo aos demais grupos. Conclusio: Osdoentescom RCUI apresentaram
maiores niveis de expressdo das citocinas estudadas, mesmo sem evidéncia clinica e endoscopica de ileite do reservatorio,
podendo justificar maior suscetibilidade dos doentes com RCUI a esta complicagéo.
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INTRODUCAO

O tratamento cirargico daretocolite ulcerativa
inespecifica (RCUI) e da polipose adenomatosa fami-
liar (PAF) baseia-se naretocolectomiatotal com con-
feccdo do reservatério ilea (RI) anastomosado ao ca-
nal anal. Esta tem sido a melhor opcdo, nas Ultimas
duas décadas, para o tratamento destas afecces. No
entanto, ainda apresenta aspectos controversos rela-
cionados a ocorréncia de ileite do reservatorio
(“bolsite”). 1234

No Brasil, o RI foi introduzido em 1984, por
Goes e col. ! com apresentacdo dos trés primeiros
casos operados. Varias modificagcdes na confeccdo
do RI foram propostas como alternativas aos for-
matos em “S” 56 e em “J’7. Reservatorios em “W”
8, em dupla cdmara ®, além de outros, foram descri-
tos, visando ao aprimoramento na funcéo de
armazenamento de contelido assim como 0 Seu es-
vaziamento adequado.®

ORI em “J’ tem sido o0 mais utilizado, com
rel atos de acompanhamento dos mesmosem|ongo pra
z0.11121314 Fote tipo de reservatorio apresenta como
vantagens a facilidade na sua confecgdo, além de uma
maior eficiéncia de evacuago.

A ileite primariado reservatério (“pouchitis’)
€ ainflamacdo inespecifica do RI, sendo a complica-
¢éo tardiamai s comum, principalmente nos portadores
de RCUI.® A incidéncia varia bastante, com ocorrén-
ciade5 a60%, dependendo dos critérios diagndsticos,
tempo de seguimento e adoenca de base envolvida. A
freqUénciaelevadadaileite do reservatérioimplicatanto
no risco de disfuncdo do RI, quanto na perda do mes-
m0'13,14,16,17,18,19

A inflamac&o do RI pode ser sintomética ou
subclinica, agudaou cronica. O diagndstico clinico deve
ser sempre confirmado endoscopi cae histol ogicamente.
13,14,20,21

A etiologia da ileite do reservatorio é ainda
desconhecida, mas suscetibilidade genética e estase
fecal com supercrescimento bacteriano parecem fato-
res importantes no desencadeamento do processo in-
flamatorio. Outro fator seria a perfusdo sangtinea di-
minuida na mucosa, mensurada em alguns trabal hos,
gue poderia ser causa ou consequénciadaileite do re-
servatorio.22223242526 Exjstem poucos estudos na li-
teratura avaliando o tipo de processo inflamatorio
imunol 6gico envolvido, bem como as citocinas ativadas
na inflamacdo do RI. 152728
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Diversos mediadoresinflamatérios sdo produ-
zidos, apartir deestimulosintra-luminais, levando ali-
berac&o deinterleucinas, que estimulam aproliferacéo
eativacdo delinfocitos. Durante este processo, citocinas
pré-inflamat6rias, como o fator de necrosetumoral afa
(TNF-a), de 25 KDa, desencadeiam a ativagéo de ou-
tras proteinas como o fator de transcri¢do pro-infla-
matério NF-kB (65K Da), que atua dentro do nicleo
celular, verificado em doengas inflamatérias intesti-
naj S. 29,30,31

A interleucina 1-beta (IL-1b), de 17K Da, re-
lacionada aregulagéo darespostaimunol 6gicaativan-
dolinfocitos T e B ecélulas“natural killer” (NK), da
mesma forma é verificada em doengas inflamatérias
intestinais, também na artrite reumatéide e
aterosclerose, sendo importante regulador da respos-
ta inflamatéria. 15323

O esperado, quando se transpde esses concel-
tos para as condi¢des potencia mente inflamatérias da
paredeintestinal do RI, é que hajaapossibilidade de se
antever futuras transformaces, dentro desta cascata
inflamatoria, que estariam na base da evolugdo paraa
ileitedo reservatorio.

Por esta raz&o ha grande interesse clinico no
conhecimento dos fatores envolvidos no processo in-
flamatério do RI nos portadores de RCUI e PAF, bem
como osfatores que exacerbariam e perpetuariam este
processo.

Desta forma, 0 objetivo do presente trabalho
foi de estudar a presenca de atividade inflamatoriaem
mucosa de RI de doentes operados por RCUI e PAF,
submetidos a retocolectomia total, com o transito
ileoanal reconstruido com autilizagdo deRl, avaliando
a expressao das citocinas pro-inflamatdrias TNF-a e
IL-1b, e a ativacdo do fator de transcri¢éo NF—k B,
comparando esta atividade nas condi¢Oes de doenca
acima citadas, e em grupo controle.

CASUISTICAEMETODOS

Vinte doentes submetidos aretocol ectomiato-
tal com Rl em*“J’, operados no periodo de 1992 a2002
pel o Grupo de ColoproctologiadaDisciplinade Mol és-
tias do Aparelho Digestorio — UNICAMP foram sele-
cionados, sendo 10 portadores de RCUI e outros 10
portadores de PAF.

Sessentapor cento dos doentes com RCUI s&o
do sexo feminino, com média de idade atualizada de
48,1 (31 - 63) anos, enquanto que cinqlenta por cento
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dos portadores de PAF sdo do sexo feminino, com média
deidade atualizadade 33,6 (21-59). O tempo médio de
acompanhamento dos doentes apos a cirurgia do RI,
foi de 73,1 (24 - 168) meses, sendo 77,8 meses para 0s
doentes com RCUI e 64,9 meses para aqueles com
PAF.

As principais indicagdes cirurgicas dos doen-
tes com RCUI foram intratabilidade clinica (40%),
megacolon toxico (40%) e presenca de displasia de
alto grau nas bidpsias de seguimento endoscopico
(20%). Nos doentes com PAF, a indicacdo da
retocolectomia total estava ligada a presencga de nu-
merosos polipos no reto, em geral mais do que vinte
poli pos adenomatosos.

Em relacdo atécnicaoperat6ria, empregou-se
a preservacdo da arcada do colon direito *, em todos
0s doentes para irrigagdo sanguinea suplementar do
reservatorioileal, além darealizac&o de mucosectomia
apartir dalinha pectinea numa extensdo médiade 2 a
3 cm, completando o procedimento com anastomose
ileo-anal manual eileostomiaderivativa.

Os doentes foram submetidos a reservato-
rioscopiano Servico de Col onoscopia— Gastrocentro -
UNICAMP, como exames de rotina, obtendo-se cap-
turas de imagens e avaliagdo endoscopica, aém de
coleta de bidpsias de fragmentos de ileo do reservat6-
rio para posterior andlise da atividade inflamatéria.
Selecionou-se 10 doentes, que foram submetidos a
colonaoscopiapor outros motivos, coletando-se bidpsias
deileoterminal paracompor o grupo controle. Exclui-
ram-se os doentes com menos de um ano de fecha
mento daileostomia, e aquelescom evidénciaclinicae
ou endoscopicadeileite do reservatorio, detal maneira
que todos os RI e ileo terminal analisados eram
endoscopicamente normais.

O presente projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Facul dade de Ciéncias Médi-
cas da UNICAMP, registrado sob n° 543/2005. Todos
0s participantes assinaram o termo de consentimento
informado.

Fragmentos de ileo do RI e de ileo terminal
foram congelados em nitrogénio liquido, e armazena-
dos a -80°C, no Laboratorio de Sinalizago Celular —
FCM UNICAMP, para posterior homogeneizacéo em
tampao deimunoprecipitado contendo 1% de Triton X
100, 100mM deTris(ph 7,4), 100mM de pirofosfato de
sodio, 100mM de fluoreto de sédio, 10mM de EDTA,
10mM de vanadato de sodio, 2mM de PM SF e 0,1mg/
ml de aprotinina a 4°C. O homogeneizado foi entdo
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centrifugado a 11.000 rpm por 20 minutos. No
sobrenadante foi determinada a concentragéo de pro-
teinautilizando o método de Bradford e posteriormen-
te preparou-se amostra contendo 0,2 mg para separa-
¢do por SDS-PAGE. As amostras foram diluidas em
tampé&o de Laemmli, contendo 100mmol/L de DTT.
Apbsrapidafervura, aplicadasem gel depoliacrilamida
para separacdo por eletroforese (SDS-PAGE). Aspro-
teinas separadas em SDS-PAGE foram transferidas
paramembranade nitrocel ulose, em aparelho detrans-
feréncia da BIO-RAD. A membrana de nitrocelulose
foi incubada“ overnight” com 10ni de anticorpo espe-
cifico (anti-TNF-a, anti-IL-1b). A ligacéo do anticorpo
a proteinas ndo-especificas foi minimizada pela pré-
incubag&@o da membrana de nitrocel ulose com tampéo
de blogqueio (5% deleite em p6 desnatado; 10 mmol/L
deTris; 150 mmol/L de NaCl; 0,02% de Tween 20) por
1,5 hora

Utilizou-se atécnicadeimunoprecipitado (1P)
para o NF-K B, na qual aamostrafoi incubada “ over
night” com 10m de anticorpo contra p65-N F-k B, se-
guido por separagdo por SDS-PAGE, e a partir de en-
téo a proteina foi transferida para a membrana de
nitrocelulose, que foi incubada com anticorpos anti-
IKK-b.

O sina foi detectado através de quimiolu-
minescéncia utilizando Kit da Amersham e seguindo
as orientagOes do fabricante. As bandas identificadas
na autoradiografia foram quantificadas por meio de
densitometriadptica.

Os resultados foram notificados como média
com variagdo do erro padrdo. Foi utilizado andlise de
variancia, seguidadeteste de Tukey-Kramer paracom-
paragdes multiplas de médias. Nivel de significancia
de P<0.05.

RESULTADOS

A andlise das bandas autoradiografadas atra-
vés de densitometria Gptica mostrou 0s seguintes da-
dos arbitrarios em relacdo a quantidade de TNF-a,
NF-KBelL-1b nosdiferentesgruposanalisados (RCUI,
PAF, grupo controle) conforme as figuras abaixo.

A expressao da citocina pré-inflamatéria
TNF-a em mucosa de RI foi maior no grupo de doen-
tes com RCUI, quando comparada ao grupo de doen-
tes com PAF, sendo estatisticamente significante
(p<0.05). A expressdo de TNF-a no grupo controlefoi
menor que nos demais grupos (p< 0.01).
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Figura1—Determinagéo da expressdo proteicade TNF-a emRI de
doentes assintomaticos com RCUI, PAF e em grupo controle. Para
todas as condigdes, n=10, *p<0.05 vs controle; § p<0.05 vs PAF.
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Figura 2 — Ativacio do NF-KB em doentes assintomaticos com
RCUI, PAF e em grupo controle. Para todas as condi¢des, n=10,
*p<0.05 vs controle; § p<0.05 vs PAF.
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O fator de transcri¢do pré-inflamat6rio NF-
ks, apresentou expressao maior namucosade RI dos
doentes com RCUI quando comparado ao grupo de
doentes com PAF, no entanto sem diferenca estatisti-
ca(p>0.05). A expressdo de NF-K B no grupo controle
ndo apresentou diferenca estatistica em relagdo aos
demaisgrupos (p>0.05).

Também foi verificada maior expresséo da
interleucina IL-1b em mucosa de RI de doentes com
RCUI, sendo a andlise estatisticamente significativa,
gquando comparada ao grupo de doentes com PAF (p<
0.05). O grupo controle ndo apresentou diferenca es-
tatistica em relacdo aos demais grupos (p>0.05).

DISCUSSAO

A cirurgiado RI foi criadacomo umaalterna-
tiva para os doentes com RCUIl e PAF, para
restabelecimento do transito intestinal apds
retocolectomiatotal, sem a utilizag8o de derivagdo in-
testinal definitiva.

A formamais utilizada para confecgdo do RI
atualmente €0 “J’, e no Grupo de Coloproctologia da
UNICAMP, utiliza-se nagrande maioriados doentesa

IL-1p

kdedia @ Ermo Padrio

.

Unidades Arbibrinas

Conlrla PaF

Figura 3—Determinagdo da expressdo proteicadelL-1b emRI de
doentes assintomaticos com RCUI, PAF eemgrupo controle. Para
todas as condi¢des, n=10, *p<0.05 vs controle; § p<0.05 vs PAF.

RCLI
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preservacao daarcadado colon direito como irrigagdo
sanguiinea suplementar do reservatoérioileal. 3

O seguimento destes doentes nas diversasins-
tituicdes demonstrou que a ileite do reservatorio
(“pouchits’) € acomplicacdo mais comum, evidencia-
da principalmente nos doentes com RCUI. 13141620
Mais de 50% dos doentes com RCUIl poés
retocolectomia total com RI podem desenvolver esta
complicagdo, enquanto que nos doentes com PAF éde
apenas 5%. *

A inflamagdo inespecifica do RI implica ndo
somente na piora da qualidade de vida dos doentes,
como também pode conduzir a perda do reservatério
por faléncia do mesmo. Seus fatores causais, no en-
tanto, estdo ainda pouco elucidados.**#2 Em rela
¢&o as atividades inflamatdria e imunol 6gica envol vi-
das especificamente no RI, em termos de biologia
molecular, existem poucos estudos naliteratura.

A expressdo de a e b defensinas em RI foi
relatada em um estudo *°, no qual se verificou que es-
tes peptideos estdo pouco expressos na condicdo de
ileite do reservatério nos doentes com RCUI, e estdo
aumentados nos doentes com PAF. Contrariamente, a
expressdo dascitocinas TNF-a, IL-1b elL-10foi mai-
or nos RI de doentes com RCUI no pds-operatério sem
ileite como observado no presente estudo, e também
nos casos de ileite do reservatério.

As defensinas sdo secretadas pelas células
da mucosa intestinal e apresentam importante pa-
pel na homeostase microbiolégica intestinal e na
defesa primaria. Sua menor expressado poderia es-
tar associada a ocorréncia de ileite do reservat6-
rio, mais comum nos portadores de RCUI.2¢ A
regulacédo da expressdo de algumas defensinas
hBD-2, hBD-3 e HD-5 depende das citocinas
TNF-a, IL-1a ellL-1b, tendo sido evidenciada atra-
vés de cultura de células. ¥

Da mesma forma, outro estudo, abordando
as concentracfes das citocinas IL-1b, IL-6, IL-8 e
TNF-a, demonstrou niveis elevados das mesmas no
RI de doentes com RCUI.? Verificou-se também, na
literatura, que as citocinas presentes no célon de por-
tadores de RCUI e no RI dos doentes com RCUI sdo
similares, principalmenteallL-8, IL-10e TNF-a.ZAlém
disso, a expressdo de TNF-a e NF-K B foi verificada
em doengas inflamatérias intestinais em atividade por
meio do i solamento de células mononuclearesdalami-
na propriaintestinal de doentes com RCUI e doentes
com doenca de Crohn.*®
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Existem 29 receptores celul ares descritos para
o TNF-a, que estéo envolvidos em véarias funcbestais
como resposta imune, inducdo de proliferacdo e dife-
renciacdo celular e apoptose. ** Como o fator N F-ks
constitui apenas uma das vias de ativagdo do TNF-a,
isto poderia explicar 0 aumento da expresséo do pri-
meiro, mas sem diferenca estatistica, no grupo de do-
entes com RCUI, comparados ao de PAF visto no pre-
sente estudo, poisoutrasvias podem estar ativadas para
a maior expressédo de TNF-a no grupo com RCUI,
quando comparados ao de PAF.

A IL-1b tem um papel importante naregulacéo
darespostaimune, verificadatambém em doencasin-
flamatoriasintestinais, ativando linfécitos T, estimulan-
do aproducéo de IL-2 einibindo a producéo de IL-4.
Ativalinfécitos B, produzindo imunoglobulinas, etam-
bém células NK, produzindo anti- interferon-g. 323

Destamaneira, 0 estudo daatividadeimunol 6gica
no Rl éimportante parademonstrar que os doentescom
RI expressam na mucosa os fatores inflamatorios men-
cionados neste estudo, mesmo quando clinica e
endoscopicamente normais, e que os doentes portado-
resde RCUI apresentam niveismaioresde TNF-a, NF-
k B elL-1b, quando comparados aos doentescom PAF,
sendo os primeiros provavelmente mais suscetiveis as
complicacdesinflamatériasdo RI.

Isto pode explicar aocorrénciamaior deileite
do reservatério nos doentes com RCUI, jaque os mes-
mos possuem fatoresinflamatdrios aumentados de base.
Estes poderiam exacerbar e perpetuar o processo de
inflamagdo inespecificado reservatérioileal, desenca-
deados por processos intrinsecos ligados a doencain-
flamatoria.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, concluiu-se
gue a expressao da citocina pro-inflamatéria TNF-a,
fator de transcrigéo NF-K B eainterleucinalL-1b, es-
téo presentes na mucosa de Rl de doentes portadores
de RCUI e PAF, e que nos primeiros sdo encontrados
commaior expressao, configurando, provavel mente, as
bases para explicar aileite do RI.
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ABSTRACT: Pouchitis after total retocolectomy is one of the most common complication of patients with ulcerative colitis (UC),
while its frequency is quite rare in familial adenomatous polyposis (FAP). Purpose: To evaluate the inflammatory activity in
endoscopicaly normal mucosa of theileal pouch, by deter mining the expression of TNF-a and IL-1b, and the activation of NF-kB.
Methods and Patients: Twenty patients with “J” pouch after total retocolectomy were studied, being 10 patients with UC and 10
with FAP. The control group was constituted by biopsies from terminal ileum take during normal colonoscopy examination.
Biopsies from mucosa of the pouch and from normal ileum were done, and they were snap-frozen in liquid nitrogen. The
expression of TNF-a and | L-1b wereanalyzed by total extract, and NF-kB wasevaluated by immunopr ecipitation and immunaoblot.
Results: Expression of TNF-a and IL-1b wasincreased in patientswith UC, when it was compared with FAP (p<0.05). Conver sely,
the expression of NF-kB was increased in patients with UC, witch was not different from FAP. The control group had little
expression of TNF-a (p<0.01). Theactivation of NF-kB (p>0.1) and the expression of | L-1b (p>0.05) were similar, when comparing
UC and FAP with control group. Conclusion: The patients with UC presented increased levels of the studied cytokines, even
without clinic and endoscope evidence of pouchitis. Thesefindingscould bea suggestion of higher susceptibility tothiscomplication
among patients with UC.

Key Words: ulcerative calitis; familial adenomatous polyposis, ileal pouch, pouchitis, cytokines.
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