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RESUMO: A inflamagao inespecifica do reservatorio ileal (RI) ap0s retocolectomia total é a complicagdo pds-operatdria mais
comum nos doentes operados por retocolite ulcer ativa inespecifica (RCUI). Os mecanismos imunol 6gicos envolvidos na etiologia
nédo sdo totalmente conhecidos. Objetivo: Avaliar aativagdo de STAT-1 ea expressdo dacitocinal NF-yem mucosade Rl endoscopica
e histologicamente normal, de doentes operados por RCUI e PAF, assintomaticos. Casuistica e M étodo: Estudou-se 18 doentes
submetidos a retocolectomia total com Rl em “J”, sendo nove com RCUI e nove com polipose adenomatosa familiar (PAF).
Realizou-se biépsiasda mucosa dosRI edeileo terminal. Asexpressdes de | NF-y e a ativacdo de STAT-1 foram avaliadas por meio
deimunoblot deextratoprotéicototal. Resultados: A ativacdo de STAT-1foi maior en mucosa de Rl dedoentesoperadospor RCUI,
guando compar ada aosgrupos PAF e Controle (p<0.05). A expressao de | NF-yfoi maior nogrupo RCUI quando compar adaao grupo
Controle (p<0.05), mas ndo em relacdo ao grupo PAF (p>0.05). Conclusdo: Estes achados podem justificar a maior susceptibilida-
de dos doentes com RCUI a inflamagc&o inespecifica do Rl quando comparados aos portadores de PAF, sendo a principal via
inflamatéria similar a verificada na RCUI.

Descritores: Retocolite ulcerativa; polipose adenomatosafamiliar; reservatérioileal; bolsaileal; bolsite; citocinas.

INTRODUCAO

Retocolectomia total com confecc&o do reser-
vatdrioiled (RI) é o procedimento de escolha para do-
entes com retocolite ul cerativainespecifica(RCUI) com
intratabilidade clinica, e para aqueles com polipose
adenomatosafamiliar (PAF) que apresentam, em geral,
mais que vinte polipos retais.?3456 Entretanto, ainfla-
magdo inespecificaprimé&iadoRI (“bolsite”) éumadas
complicagBes mai scomuns apds este procedimento prin-

cipalmente em RCUI, atingindo até 60% de ocorréncia,
enquanto que apenas 5% dos portadores de PAF aapre-
sentam.”891011 A etjologia ndo é totalmente esclarecida
e o diagndstico é clinico, porém deve ser confirmado
pel os achados endoscopi cos e histol 6gicos.*>22

A diferencadaincidénciade“bolsite” entre os
doentes com RCUI e PAF tem levado alguns autores a
hipétese de que possa haver similaridade entre esta
complicacdo e apropriadoencainflamatériaintestinal
de base.
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As citocinas pré-inflamatdrias e as vias de si-
nalizacéo celular envolvendo o grupo de proteinas
ativadoras de transcricgo nuclear (STAT) apresentam
papel importante na etiopatogenia da RCUI. Especifi-
camente, niveis elevados de Interferon-a (INF-y) e
STAT-1 foram detectados em amostras de mucosa in-
testinal de doentes portadores de doenca inflamat6ria
intestinal, particularmente em RCUI.>*° No entanto,
poucos estudos tém avaliado o processo inflamatorio
em mucosade Rl comileite do reservatorio e nas con-
di¢des de doentes assintométicos’*, e determinado
se ha correlagdo com a RCUI.%42

Assim, com afinalidade de avaliar o processo
inflamat6rio em mucosa de RI de doentes operados
por RCUI e PAF com o transito ilecanal reconstruido,
assintométi cos, determinou-se aexpressao dacitocina
pré-inflamatdrial FN-y e do fator de transcrigdo nucle-
ar do TNF-a, STAT-1, comparando-os nas condi¢des
de doenca acima citadas, e em grupo controle.

CASUISTICAEMETODOS

BidpsiasdemucosadeRI foram obtidasdenove
doentes portadores de RCUI assintométicos, com mé-
diadeidade de 48,7 (31-63) anos, sendo 55,6% do sexo
feminino, e de nove portadores de PAF, também
assintométicos com médiadeidade de 33,8 (21-59) anos
e55,6% do sexo feminino. O tempo de seguimento pos-
operatério foi de 73,1 (24-168) meses. Os reservatorios
ileais foram do tipo “J’, e a arcada vascular do célon
direito foi preservada como complementacdo airriga
¢a0 sanguinea do ileo termina.*® A mucosectomia foi
redlizada e a anastomose ileo-and foi confeccionada
manua mente. Os pacientes haviam sido submetidos a
reconstrugdo detransito, com fechamento daileostomia
de protecéo hamais de um ano. A auséncia deileite do
Rl foi observada clinicamente, além da anélise
endoscopica e histolégica redlizada de acordo com o
indicedeAtividade dalleitedo RI, proposto por Sandborn
ecol . O grupo controlefoi composto por nove indivi-
duos com ileo-colonoscopia normal, sendo a média de
idade de 40,9 (26-58) anos e 55,6% do sexo feminino.
Asbidpsiasforam obtidasdoileo distal.

O estudo foi realizado pelo Grupo de
Coloproctologia e Laboratério de Sinalizagdo Celular
daUniversidade Estadual de Campinas e aprovado pelo
comité de éticalocal registrado sob n° 543/2005 com
adendo em 2007. Todos os pacientes assinaram o ter-
mo de consentimento informado.
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Fragmentos de ileo do RI e de ileo terminal
foram congelados em nitrogénio liquido, e armazena-
dosa-80°C, no Laboratdrio de Sinalizagéo Celular —
FCM UNICAMP, paraposterior homogeneizagdo em
tampéo de imunoprecipitado contendo 1% de Triton
X 100, 100mM deTris(ph 7,4), 100mM de pirofosfato
de sédio, 100mM de fluoreto de sédio, 10mM de
EDTA, 10mM de vanadato de sédio, 2mM de PM SF
e0,1mg/ml de aprotininaa4°C. O homogeneizado foi
entéo centrifugado a 11.000 rpm por 20 minutos. No
sobrenadante foi determinada a concentracdo de pro-
teina utilizando o método de Bradford #, e posterior-
mente preparou-se amostra contendo 100ig para se-
paracdo por SDS-PAGE. As amostras foram diluidas
em tampédo de Laemmli, contendo 100mmol/L de
DTT. Apos rapida fervura, foram aplicadas em gel
de poliacrilamida para separagdo por eletroforese
(SDS-PAGE). As proteinas separadas em SDS-
PAGE foram transferidas para membrana de
nitrocelulose, em aparel ho de transferénciada B10O-
RAD. A membrana de nitrocelulose foi incubada
“overnight” com 10il de anticorpo especifico (anti-
IFN-y, anti-STAT-1). A ligagdo do anticorpo a pro-
teinas ndo-especificas foi minimizada pela pré-incu-
bacdo da membrana de nitrocelulose com tamp&o
de bloqueio (5% de | eite em p6 desnatado; 10 mmol/
L de Tris; 150 mmol/L de NaCl; 0,02% de Tween
20) por 1,5 hora.*4¢

Os reagentes para separagdo das proteinas em
gel de poliacrilamida e imunaoblot foram da Bio-Rad
Laboratories (Richmond, CA). Aprotining, Triton X-100,
Tween 20, glicerol foram adquiridosdaSigma(St. Louis,
MO). O papel de nitrocelulose (BA85, 0.2im) foi da
Amersham (Aylesbury, UK). Os anticorpos anti-
phospho-STAT-1 (sc-7988, goat policlonal) e anti-1FN-
a(sc-9344, goat policlonal) foram adquiridos da Santa
Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA).

O sinal foi detectado por meio de reagcdo de
guimioluminescéncia utilizando os reagentes da
SuperSignal®West Pico Chemiluminescent Substrate
da Pierce Biothecnology, Inc. Rockford. As bandas
autoradiografadas foram quantificadas por meio de
densitometria Optica (Gel-Pro Analyzer 3.1 software -
Exon-Intron Inc., Farrell, MD).

Os resultados foram notificados como média
com variagdo do erro padréo. Utilizou-se andlise de
variancia, seguidadeteste de Tukey-Kramer paracom-
paragdes multiplas de médias. Nivel de significancia
dep<0,05.
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RESULTADOS IFN-v

- . Média e Ema Padrao
A andlise das bandas auto-radiografadas por

meio de densitometria dptica mostrou os seguintes da-
dos arbitrérios em relacdo a expressdo de IFN-y e &
ativagdo de STAT-1 nosdiferentesgrupos (RCUI, PAF
e Grupo Controle), conforme as figuras ao lado. *

A expressdo daativagdo de STAT-1foi signifi-
cativamente maior nosreservatériosileais dos doentes
portadores de RCUI quando comparada a dos Grupos
PAF e Controle (p<0,05). Além disso, os doentes com
RCUI apresentaram maior expressao de IFN-y na
mucosado RI, qguando comparados ao Grupo Controle
(p<0,05). Apesar de haver uma tendéncia da expres-
s80 de IFN-y ser maior no Grupo RCUI que em PAF,
foi consideradasimilar pel ostestes estatisticos (p>0.05).

Unedades Arbalranas

DISCUSSAO

A etiologia da ileite primaria do reservatério Controla PAF RCLI
permanece ainda desconhecida e de certa forma, este
fato interfere no aprimoramento e desenvolvimento da Figura 1 — Expresséo de INF-y em mucosa de reservatdrio ileal
profilaxia e tratamento apropriados para esta impor- ngrmaJ dos Grupos Controle, PAF e RCUI. Para todas as condi-
tante complicagio do pés-operatério dacirurgiadoRI,  §9% =09, "p<0.05 vs Control; 8 p<0.05 vs FAP.
principal mente em doentes com RCUI.#"8 O diagnos-
tico prévio de RCUI parece ser fator de risco, umavez STAT-1
gue afreqiénciada“bolsite’ é maior entre os doentes =
portadores de RCUI, quando comparada aos de PAF. HiER 8 Exra Taaiy
Permanece topico de discussdo se a inflamac&o da p—
mucosa do RI representa recidiva da RCUI no reser-
vatorio, ou seriaumanovaformade doencainflamato- e
riaintestinal. 3% a8 &%

A inflamag&o da mucosa colicaem RCUI en- i
volve elevados niveis de citocinas pré-inflamatorias :
como IFN-y e de ativadores da transcri¢&o nuclear de
TNF-a, como STAT-1.26:2849

As expressdes de IFN-y e STAT-1 tém sido
verificadas em doengasinflamatériasintestinai's, espe-
cialmente em RCUI. No entanto, poucos estudos ava-
liam aatividade imunol égicano Rl e se hatendénciaa
ativacdo de vias inflamatorias especificas em mucosa
deRI de doentes assintométicos. Relata-se naliteratu-
ra, que o desenvolvimento daileite do RI estarelacio-
nado com niveis locais elevados de TNF-a, |L-1beta,
IL-6 e IL-8.313233353642 Pacientes com PAF, entre-
tanto, demonstram menor expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias, correlacionando com amenor incidéncia Figura 2 — Ativacéo de STAT-1 em mucosa de reservatorio ileal

desta complicagdo pds-operatéria neste grupo de normal dos Grupos Controle, PAF e RCUI. Para todas as condi-
doentes.” ¢Bes, n=09, *p<0.05 vs Control; § p<0.05 vs FAP.

WUnidades Arbiirsrias

Conlrols PiF ReCaLnl
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Apesar da citocina pré-inflamatéria TNF-a entre RCUI e PAF, poderia ser explicado pelos doentes
apresentar importante papel nasviasinflamatérias das serem assintomaticos neste estudo. Além disso, adife-
doencas inflamatérias intestinais, IFN-y parece estar renca entre as expressdes poderia ndo ser detectada na
envolvido de forma mais especifica na RCUI. Além ausénciadeinflamag&o endoscopicaehistol6gica. Desta
disso, STAT-1 e ndo NF-KB (fator nuclear KB) tem forma, constatou-se umatendénciaainflamagdo nosRI
sido associado a principal viaresponsavel de transcri- de portadores de RCUI, sendo aviaenvolvidasimilar a
¢do nuclear do TNF-a em RCUI, sendo ativado pelo encontradana RCUI ativa, podendo explicar aocorrén-
|FN-y.28305051 Devido aestesfatos, alguns autores tém ciamaior de “bolsite’ nestes casos.
estudado a expresséo de IFN-y e STAT-1 em RI, de-

terminando niveis elevados destas proteinas nas condi- CONCLUSAO

¢Oes de ileite do RI em portadores de RCUI.3"40 po-

rém, somente um estudo reportou a expressao de |FN-y Por fim, pode-se demonstrar que apesar das
em RI de PAF** Nenhum avaliou STAT-1 em PAF. condigdes clinicas, histol égicas e endoscopicas ndo in-

No presente estudo, avaliou-se a expresséo de flamatorias, os doentes portadores de RCUI operados
IFN-y e a ativagdo do fator de transcricdo STAT-1 em apresentam atividadeinflamatériasubclinicanosRI, que
mucosailea normal deRI dedoentescom RCUI e PAF. € semelhante ao verificado em mucosa colicade RCUI.
Observou-se expressao de | FN-y aumentada nos doen- Além disso, comparando dois grupos de doentes que se
tes com RCUI gquando comparada ao controle de ileo diferenciam quanto aocorrénciadeileitedo RI, pode-se
distal normal. Corroborando este achado, a expresséo observar as diferencas moleculares no que se refere ao
de STAT-1, dependente da citocina IFN-y para sua ati- processo i nflamatorio especifico envol vido, aprimoran-
vacao, foi também maior em RCUI. Este dado é extre- do o conhecimento destas complexas doencas.
mamente interessante, pois mesmo em condigdes clini-

cas favoraveis, os niveislocais de IFN-y e STAT-1? no AGRADECIMENTOS

RI foram maiores nos portadores de RCUI, quando se

comparou a PAF. IFN-y, juntamente com TNF-a, sdo AgradecimentosaenfermeiraA. L. N. Domingues
conhecidos como citocinas responsaveis pelasfasesini- doAmbulatério de Doengas| nflametdriasintestinais- Grupo

ciaisdeinstalacdo do processo inflamatorio, recrutando de Coloproctologia, UNICAMP pelo auxilio técnico, e
e ativando mondcitos, destaforma, induzindo aexpres- a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o
s80 de outras citocinas pré-inflamatorias. O fato da ex- Paulo e ao Fundo de Apoio ao Ensino, Pesquisa e Ex-
pressdo de |FN-y ndo ter sido diferente estatisticamente tensdo daUNICAMP pelo auxilio financeiro.

ABSTRACT: Pouchitis after total retocolectomy isthe most common complication in ulcerative colitis (UC). The immunological
mechanisms involved in the genesis of pouchitis are unclear. Purpose: To evaluate STAT-1 activation and |FN-& expression in
normal ileal pouch mucosa. Methods: Eighteen asymptomatic patients submitted to total retocolectomy and J pouch, were
evaluated, being nine with UC and nine with FAP. The activation of STAT-1 and expressions of the cytokine were determined by
immunoblot of total protein extracts from pouch mucosal biopsies. Results: STAT-1 activation was increased in UC, when
compared to FAP and controls. Higher levels of | FN-y expression were observed in UC when compared to control group, but was
similar to FAP. Conclusions: These findings could explain a higher susceptibility to thisinflammatory complication in UC when
compared to FAP, which may be similar to UC disease.

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