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Suscetibilidade Genética da Doenga Inflamatoria Intestinal

RESUMO

A Doenca Inflamatéria Intestinal (DII) compreende duas patologias inflamatodrias,

cronicas e recidivantes, a colite ulcerosa (CU) e a doenga de Crohn (DC).

Embora a etiologia continue por esclarecer, os resultados de estudos em modelos
animais, a investigacdo no genoma humano e ensaios clinicos apoiam a ideia de que a
CU e a DC sao entidades heterogéneas, caracterizadas por defeitos genéticos que levam

a uma resposta exagerada do sistema imunitéario a flora comensal.

Porém, o aumento na incidéncia da DII nas ultimas décadas ndo pode ser explicado por
fatores genéticos mas pela existéncia de novos fatores ambientais que desempenham um
papel chave na patogénese da DII, tais como a industrializagdo, habitos alimentares e

infegdes prévias.

Os genome-wide association studies identificaram 100 genes ou /loci genéticos de
suscetibilidade para a DII, sendo alguns comuns a ambas as patologias. Estes /oci
codificam genes envolvidos num grande nimero de mecanismos homeostaticos, uns
relacionados com a imunidade inata, como os recetores de reconhecimento padrdo, a
autofagia, a manutencdo da integridade da barreira epitelial e a diferenciacdo dos
linfocitos T helper 17 e outros relacionados com a orquestracdo da resposta imunitaria

secundaria.

Apesar da extensa lista de polimorfismos identificados com risco associado a DII, o
avanco do conhecimento tem-se traduzido em poucas aplica¢des clinicas novas. No
entanto, as perspetivas futuras sdo o desenvolvimento de terapias cada vez mais eficazes
individualmente, de acordo com o gendtipo de cada paciente. Além disso, a
identificacdo da relacdo genotipo-fendtipo permitird prevenir complicagdes e,

inclusivamente, o despoletar da doenga.
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ABSTRACT

Inflammatory Bowel Disease (IBD) comprises two inflammatory, chronic and relapsing
pathologies, ulcerative colitis (UC) and  Crohn's disease (CD).
Although the etiology remains unclear, the results of studies in animal models, human
genome research and clinical studies support the idea that UC and CD are
heterogeneous entities, characterized by genetic defects that lead to an exacerbated

immune response to commensal flora.

However, the increased incidence of IBD in recent decades cannot be explained by
inheritance of genetic traits but probably by new environmental factors playing a role in

the pathogenesis of IBD, like industrialization, eating habits and previous infections.

The genome-wide association studies have identified 100 genes or /oci of susceptibility
to IBD, some being common to both diseases. These loci encode genes involved in a
number of homeostatic mechanisms related to innate immunity, such as pattern
recognition receptors, autophagy, maintenance of epithelial barrier integrity,
differentiation of T helper 17 lymphocytes and orchestration of secondary immune

response.

Despite the lengthy list of identified polymorphisms with associated risk with IBD, the
advancement of knowledge has resulted in few new clinical applications. However,
future prospects are the development of individual-directed therapies. Moreover, the
identification of the genotype-phenotype will prevent complications and even the onset

of the disease.
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I. INTRODUCAO
1. Objeto do trabalho

A Doenga Inflamatoria Intestinal (DII) ¢ uma entidade patologica que compreende dois
tipos de desordens intestinais inflamatdrias, cronicas e recidivantes, a doenca de Crohn

(DC) e a colite ulcerosa (CU).

A CU ¢ a forma de DII mais comum e, ao contrario da DC, restringe-se a mucosa
intestinal pelo que ¢ menos suscetivel a complicacdes e muitos individuos apresentam
um curso da doenga moderado (Danese and Fiocchi, 2011). A DC apresenta uma
inflamacdo transmural, descontinua, que pode afetar qualquer parte do trato

gastrointestinal (Van Limbergen et al., 2009).

Desde a Segunda Guerra Mundial tem-se assistido ao aumento da incidéncia de doencas
inflamatorias cronicas, como a DII, o que parece estar associado a um padrdo
geografico de industrializa¢do e urbanizacdo. A genética por si s6 ndo pode aumentar a
prevaléncia em termos temporais mas evidéncias epidemioldgicas apoiam a combinacdo

do ambiente com fatores de risco genéticos (Renz et al., 2011).

Embora a etiologia precisa continue por esclarecer, segundo a teoria vigente na
comunidade cientifica, a DII desenvolve-se em individuos geneticamente suscetiveis,
devido a influéncia de fatores ambientais, que condicionam uma resposta inflamatoria
inapropriada e exagerada aos antigénios pelo sistema imunitario, a qual se traduz em

dano tecidular (Nunes et al., 2011).

Os genome-wide association studies (GWAS) ja identificaram 100 genes ou /loci de
suscetibilidade para a DII. Apesar deste grande avango no conhecimento continuam por
esclarecer a maior parte das variantes causais € o seu mecanismo bioldgico de agdo. O
conhecimento dessas variantes que predispde para a doenca, bem como as interagdes
com gatilhos ambientais vai potenciar a aplica¢do clinica da genética da DII (Lee,

2011).

Na verdade, apesar da extensa lista de polimorfismos identificados com risco associado

a DII, muitos dos clinicos poderdo questionar-se acerca do impacto dessas investigacoes
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na sua pratica didria, uma vez que o avango do conhecimento tem-se traduzido em

poucas aplicagdes clinicas novas (Lee, 2011).

Assim, o objetivo da identificacdo dos single nucleotide polimorphisms (SNPs) € que a
farmacogendmica consiga desenvolver terapias cada vez mais eficazes de acordo com o
genotipo de cada paciente. Além disso, a identificacdo da relagcdo genotipo-fenotipo sera
uma ferramenta util na atuacdo precoce e prevencdo das complicacdes e,

inclusivamente, do desenvolvimento da doenga (Neuman and Nanau, 2012).
2. Objetivo do trabalho

Pretende-se com este trabalho elaborar uma monografia que reflita o conhecimento

atual acerca da suscetibilidade genética da DII.
3. Metodologia

A metodologia utilizada consiste na revisdo bibliografica de bases de dados de artigos
cientificos publicados sobretudo em revistas internacionais tal como a Pubmed,
Elservier, Scopus, B-on, ScienceDirect, entre outras. Uma ferramenta fundamental para

a realizagdo deste trabalho foi o programa Endnote para a execugdo da bibliografia.
4. Estrutura da monografia

Com o intuito de cumprir os objetivos propostos este trabalho foi dividido em trés

partes: introducdo, desenvolvimento e conclusao.

Na introducdo sdao apresentados os objetivos do trabalho, os métodos e técnicas

utilizadas e os resultados do trabalho.

O desenvolvimento ¢ uma revisdo bibliografica onde se faz a caraterizagdo clinico-
-patologica da CU e da DC; segue-se uma breve abordagem a epidemiologia e
imunidade da DII até se entrar no amago do tema deste trabalho, as alteracdes genéticas.
Uma vez que ndo era concebivel no espaco disponivel a apresentagdo de cada um dos
100 genes ou loci de suscetibilidade identificados, foram desenvolvidos aqueles que
segundo alguns artigos recentes de revisdo teriam maior relevancia, estando agrupados

consoante se relacionam com a imunidade inata, como os recetores de reconhecimento
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padrdo, a autofagia, a manuten¢do da integridade da barreira epitelial e a diferenciacdo

dos linfécitos Th17 ou com a orquestragdo da resposta imunitaria secundaria.

A ultima parte do trabalho ¢ a conclusdo onde se discutem os principais dados
bibliograficos recolhidos bem como as limita¢des atuais associadas ao tema, terminando

com as perspetivas futuras.
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II. DESENVOLVIMENTO

1. Caracterizacdo clinico-patolégica da Doenca Inflamatéria

Intestinal

A DC e a CU sdo doengas que afetam o trato gastrointestinal e sdo coletivamente

conhecidas como DII.

A CU foi descrita pela primeira vez em meados do século XIX, enquanto que a DC foi
relatada pela primeira vez em 1932 como “ileite regional”. Embora sejam entidades
fisiopatologicas distintas, foram incluidas na defini¢cdo de DII, uma vez que a DC pode
envolver o colon e partilha varias manifestagdes clinicas com a CU (Danese and
Fiocchi, 2011). A DC e a CU sao as formas major da DII e a colite indeterminada (CI),
partilha caracteristicas quer de DC, quer de CU (Danese and Fiocchi, 2011).

i. Colite ulcerosa

Segundo o Consenso Europeu baseado na evidéncia para o diagndstico e manutengdo da
colite ulcerosa da European Crohn’s and Colitis Organization (ECCO), esta ¢ definida
como uma doenga crénica inflamatéria, remitente e recidivante, que apresenta
inflamag¢ao continua, concéntrica e confluente da mucosa do colon, com auséncia de
granulomas nas biopsias, afetando o reto e uma extensdo varidvel do célon em

continuidade (Stange et al., 2008).

A doenca afeta igualmente ambos os sexos (Stange et al., 2008) e apresenta-se
geralmente na adolescéncia tardia ou no inicio da idade adulta, embora nalgumas
populagdes se tenham registado picos de incidéncia apds os 50 anos (Loftus, 2004). A
idade de inicio da doenca ndo ¢ relevante uma vez que ndo afeta a gestdo da doenca,
pois as terapias apresentam igual eficicia em criancas e adultos (Stange et al., 2008).
Porém, outros autores referem que a CU ¢ mais grave nas criangas, uma vez que estas,

mais frequentemente, apresentam crises refratarias a medicacao (Turner et al., 2008).

O inicio da doenga geralmente ¢ gradual (Danese and Fiocchi, 2011) com sintomas
presentes durante semanas e, por vezes, meses sem que o doente recorra ao médico
(Stange et al., 2008). No entanto, 15% dos doentes tém sintomas iniciais insidiosos,

apresentando crises severas com sintomas generalizados (Stange et al., 2008).

4
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Este quadro heterogéneo exige uma colheita de informagdo completa por parte do
médico a fim de estabelecer o diagnostico correto. Assim, a anamnese deve incluir
inicio e caracterizacdo dos sintomas, habitos e intolerancias alimentares, doencas
infeciosas entéricas, medica¢do (nomeadamente antibioterapia e anti-inflamatdrios ndo
esteroides (AINEs)), tabaco, praticas sexuais, histdoria familiar de DII, apendicectomia e

viagens recentes .

E fundamental questionar os fatores de risco que ja estdo comprovadamente
relacionados com CU, como o tabaco, que ¢ um fator protetor no desenvolvimento da
CU e associado a doenca ligeira, (Hoie et al., 2007, Mahid et al., 2006), ao passo que
ex-fumadores tém 70% maior risco de contrair a doenca (Beaugerie et al., 2001,
Birrenbach and Bocker, 2004); o uso de anti-inflamatorios ndo seletivos pode levar a
exacerbagdo da doenca (Reinisch et al., 2003, Sandborn et al., 2006); historia de
apendicectomia antes do inicio dos sintomas de CU ¢ um fator protetor quando
realizada em individuos jovens, em contexto de inflamacdo do apéndice e reduz o risco
de CU em 69% (Cosnes et al., 2002a, Frisch et al., 2001, Koutroubakis et al., 2002,
Loftus, 2004, Radford-Smith et al., 2002, Rutgeerts et al., 1994). Relativamente a
historia familiar da doenga, o risco de um familiar em primeiro grau de um doente com
CU contrair a doenga ¢ de 5%, o que significa que tem 95% de hipdteses de ndo a

contrair (Vermeire, 2006).

Os sintomas manifestados dependem do local do trato gastrointestinal afetado. Assim,
quando s6 hé atingimento do reto o doente apresenta urgéncia fecal, sangramento retal
e, paradoxalmente, episodios de obstipacdo (Danese and Fiocchi, 2011). Quando a
doenca se estende ao colon ou, inclusivamente, ao cego o doente refere diarreia,
dejecdes frequentes com sangue e muco, urgéncia fecal e tenesmo, dor abdominal,
febre, mal-estar e perda de peso, dependendo da severidade da doenca (Stange et al.,
2008). Os sintomas expressos também dependem das manifestagdes extra-intestinais
(MEI), que estdo presentes em 31% dos doentes (Vavricka et al., 2011), as quais podem
atingir articulagdes, pele, figado, olhos, boca e mecanismos da coagulagdo (Danese and

Fiocchi, 2011).

Ainda ndo existe um single gold standard para o diagndstico de CU, pelo que releva a
combinagdo da historia médica com a avaliacdo clinica, achados endoscopicos,

histolégicos e procedimentos laboratoriais (Stange et al., 2008). Estes instrumentos sdo
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uteis no diagnostico diferencial, nomeadamente com a DC, tendo em conta que 10% dos
doentes, nos primeiros 5 anos ap6s o diagnostico de CU, véem o seu diagndstico mudar
para DC ou deixar de ser uma DII (Stange et al., 2008). Alias, outros autores referem
que, apos 25 anos da doenga, o diagndstico de 5 a 10% dos doentes muda de CU para
DC (Langholz et al., 1994). 10% dos doentes apresentam uma entidade diferente,
diagnosticada como CI, a qual tem caracteristicas quer de DC, quer de CU (Danese and

Fiocchi, 2011).

O estudo genético ndo ¢ aconselhado como forma de diagnostico, uma vez que a CU ¢
uma doenga multifactorial e as mutacdes genéticas para j& identificadas ndo sdo
suficientes para causar a doenca, nem a sua auséncia ¢ suficiente para proteger da

doenga (Stange et al., 2008).

Relativamente aos procedimentos recomendados para estabelecer o diagnostico, ¢
fundamental realizar uma colonoscopia, preferencialmente com ileoscopia e com
biopsias segmentares, incluindo do reto. Se existirem sintomas do trato gastrointestinal
superior ou se o reto ndo for atingido deve ser feita uma esofagogastroduodenoscopia
com biopsia da mucosa. Radiografia abdominal pode ajudar na confirmag¢do da doenca

(Stange et al., 2008).

Nao existem achados endoscopicos especificos que permitam estabelecer o diagndstico
de CU. Os mais uteis sao o envolvimento coldnico e retal, continuo ¢ confluente, com
demarcacdo clara entre zonas de inflamacdo e zonas de mucosa normal (Stange et al.,
2008). Na doenca ligeira a aparéncia endoscOpica revela uma mucosa granulosa,
eritematosa, fridvel, com perda do padrao vascular. Na CU moderada sdo visiveis
erosdes e micro ulceragdoes. Por sua vez, a doenca severa apresenta ulceragdes
superficiais com sangramento espontaneo (Danese and Fiocchi, 2011). Embora sejam
mais comuns as ulceracdes superficiais, podem ser observadas ulceracdes profundas nos
casos de doenga severa. Por vezes a CU pode manifestar-se com lesdes perianais
penetrantes e envolvimento do intestino delgado mimetizando a DC (Cosnes et al.,
2011). Pode ocorrer displasia em qualquer fase da CU sem estar associada a
malignidade, mas exige uma vigilancia mais apertada do doente (Danese and Fiocchi,

2011).
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A andlise histologica ¢ util para diagnostico, avaliacdo da atividade da doenca e
identificagdo de neoplasia ou displasia. Os achados microscopicos ou histologicos mais

comuns incluem alteragdes arquiteturais, alteragdes epiteliais, e achados inflamatdrios

(Stange et al., 2008).

De entre as alteragdes arquiteturais pode observar-se distor¢do, ramificacdo, atrofia e

irregularidade superficial das criptas (Stange et al., 2008).

Relativamente as alteragdes epiteliais pode ocorrer diminui¢do das células caliciformes
ou deplecdo da mucina nessas células, o que ¢ 1til no diagnostico de doenca ativa e
ajuda a distinguir da DC, na qual ha preservagdo das mucinas. As aberragdes epiteliais
também podem ser manifestadas em metaplasia das células de Paneth, as quais, em
circunstancias normais, raramente se encontram no colon, pelo que este achado ndo
sendo especifico para a CU ajuda a confirmar o diagnostico na doenca ja estabelecida,

uma vez que nado ¢ visualizado nas biopsias iniciais (Stange et al., 2008).

Quanto aos achados inflamatdrios pode ocorrer aumento da celularidade da ldmina
propria, plasmocitose basal (nimero aumentado de plasmocitos), agregados linfoides
basais e eosinofilia (aumento de eosinofilos) da lamina propria, cada um com diferente
valor de diagndstico. O aumento da celularidade da lamina propria € tipico nas

inflamacdes colorectais. Na CU, quando existe infiltrado, este ¢ difuso e transmucosal.

O consenso da ECCO estabeleceu que devem estar presentes 2 ou 3 destes critérios, na
auséncia de verdadeiros granulomas (tipico da DC), para que se possa estabelecer o
diagnostico de CU: plasmocitose basal, aumento da celularidade transmucosal da
lamina propria, distor¢do severa da arquitectura e diminui¢do da densidade das criptas

(Nikolaus and Schreiber, 2007, Stange et al., 2008).

A plasmocitose basal, observada em 38-100% dos doentes adultos e 58% das criangas, ¢
o melhor critério de diagnostico, uma vez que muitas vezes ¢ a primeira lesdo a
aparecer, sendo um bom marcador preditivo (Bentley et al., 2002, Nostrant et al., 1987,

Robert et al., 2004, Schumacher et al., 1994, Washington et al., 2002).

O aumento da celularidade da lamina propria pode estar ausente nas criangas (<12 anos)
e desaparece com o tratamento, pelo que s6 ¢ usado como critério de diagnostico na

doenca estabelecida e a sua auséncia nao exclui a doenga (Stange et al., 2008).
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Quanto a distor¢ao da arquitetura das criptas, segundo alguns autores, s € observada 16
a 30 dias ap6s o inicio dos sintomas, pelo que estd ausente nas biopsias iniciais

(Schumacher et al., 1994).

Assim, no inicio da doenga podem ndo estar presentes achados histologicos
caracteristicos, sendo observados apenas quando a doenca ja esta estabelecida (Stange et
al., 2008). A severidade da inflamacdo no exame histoléogico pode ndo se repercutir no
exame endoscopico, pelo que ¢ possivel coexistir doenga quiescente em termos
endoscopicos e histologia de doenga severa (Danese and Fiocchi, 2011). Por isso,
segundo alguns autores, o diagnostico de CU s6 deve ser considerado estabelecido
através de critérios endoscopicos e histologicos e na auséncia de critérios endoscdpicos

deve ser considerado provavel (Lennard-Jones and Shivananda, 1997).

As tentativas de classificar a CU sdo varias e tém como objetivo a uniformizagido na
avalia¢do e abordagem a doenca. A classificagdo do grupo de trabalho de Montreal ¢ a
mais utilizada em contexto clinico, uma vez que ¢ baseada nos critérios endoscopicos da
extensdo da doenga, pelo que ¢ uma ferramenta que influencia a gestdo da doenga e a
escolha do tratamento. A CU ¢ entdo classificada em proctite, na qual apenas esta
envolvido o reto; colite distal ou colite esquerda, em que a doenca se estende para além
do reto mas ndo ultrapassa o angulo esplénico do cdlon; e pancolite ou colite extensa,
quando se estende para além do angulo esplénico do colon, podendo atingir o cego
(Silverberg et al., 2005). Aquando dos primeiros sintomas, num ter¢o dos casos a
doenca esta limitado ao reto, um terco tem apresentacdo colorretal distal do angulo
esplénico e no outro ter¢o € proximal ao angulo esplénico (Moum et al., 1999). 25% dos
doentes apresentam pancolite (Cosnes et al., 2011). Nos adultos o reto estd sempre
envolvido, mesmo que seja apenas em termos histologicos (Joo and Odze, 2010),
enquanto que as criangas nem sempre apresentam lesdes no reto (Bousvaros et al.,

2007).

O grupo de Montreal prop6s um indice de atividade da CU, que ¢ uma escala clinico-
-laboratorial, adaptada do indice de Truelove-Witts e da classificacdo do Colégio
Americano de Gastroenterologia. Neste indice a CU ¢ dividida em 4 categorias de

atividade/gravidade da doenga (Tabela I).
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Quanto a progressdo da doenca existem 4 padrdes principais de evolucdo: declinio da
intensidade dos sintomas apds os primeiros episodios; padrdo fulminante com
intensidade aumentada; sintomas cronicos continuos (5% segundo Stange, 2008) e
exacerbagdo intermitente dos sintomas (80%) (Henriksen et al., 2006, Langholz et al.,

1994, Selby, 1997).

Tabela I. indice de Atividade da Colite Ulcerosa de Montreal

Gravidade Definicao

SO Remissao Assintomatico

S1 Cirise Ligeira <4 dejegdes diarias, com ou sem sangue, sinais e sintomas
sistémicos ausentes
VS normal

S2 Crise Moderada > 4 dejecgoes diarias

sintomas minimos de toxicidade sistémica

S3 Cirise grave >6 dejecgoes didrias com sangue
FC > 90 bpm
Tpt>37,5°C
Hemoglobina< 10,5g/dl
VS>30 mm/h

Adaptado de Silverberg et al., 2005

Relativamente as principais complicagdes da CU destacam-se hemorragia grave e
megacolon toxico, que podem ocorrer em doentes com inflamagdo severa e extensa,
refratdria a terapéutica. Durante a fase cronica da doenca pode também emergir

carcinoma colorretal (Danese and Fiocchi, 2011).

A probabilidade de colectomia num doente com CU ¢ de 10-30%, sendo a severidade
dos sintomas aquando do diagndstico a melhor forma de predizer essa abordagem
(Cosnes et al., 2011). Segundo alguns estudos a probabilidade de cirurgia ¢ mais alta no
primeiro ano apds o diagnostico (Langholz et al., 1994). No entanto, estudos mais
recentes apontam para uma baixa taxa de colectomia na primeira década apds o

diagnostico (Solberg et al., 2009).
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E mais dificil determinar o prognostico de um doente com CU do que com DC, uma vez
que, o curso da doenga ¢ mais varidvel e a cirurgia também nao € vista como tratamento

definitivo (Cosnes et al., 2011).
ii. Doenca de Crohn

A DC ¢ uma patologia cronica, que atinge qualquer parte do trato digestivo, desde a
boca até ao anus e regido perianal, com envolvimento focal ou transmural, sendo mais
comum a doenca ileal e/ou coldnica. Pode apresentar varias MEI, bem como
granulomas (Van Assche et al., 2010). O atingimento do trato gastrointestinal superior
verifica-se em 10-15% dos doentes (Cosnes et al., 2011) e as lesdes perianais estdo
presentes em 20-30% dos casos, 15-20% dos quais com fistulas (Cosnes et al., 2011,
Thia et al., 2008, Vermeire et al., 2007a, Vermeire et al., 2007b), correspondendo a 50%
o risco cumulativo de envolvimento perianal, ao longo do curso da doenga (Cosnes,

2008, Cosnes et al., 2011, Schwartz et al., 2001).

A DC manifesta-se mais frequentemente na adolescéncia tardia ou no inicio da idade

adulta, sendo igualmente distribuida por ambos os sexos (Loftus, 2004).

As manifestagdes clinicas sdo varias e dependem de inimeros fatores, nomeadamente,
da localizacdo (trato digestivo alto, ileo, ileo e célon e cdlon com ou sem atingimento
retal, regido perianal), do comportamento (estenosante, perfurante, ndo estenosante e
ndo perfurante), da severidade, da idade de inicio da doenga (crianca, adulto), da

presenca de MEI e da medicagdo (Ministro, 2008, Van Assche et al., 2010).

A heterogeneidade de manifestagdes exige uma completa anamnese, que deve incluir
varios itens, entre os quais, a data de inicio dos sintomas, a evolugdo da doenga, a
existéncia de patologia infeciosa, a histéria medicamentosa (antibioterapia e uso de
AINEs), o padrdo alimentar e eventuais intolerancias alimentares, co-morbilidades,
comportamentos aditivos, viagens recentes e historia de apendicectomia (Ministro,
2008, Van Assche et al., 2010). Tem particular interesse averiguar os fatores de risco ja
comprovados, nomeadamente tabaco, historia familiar de DC e gastroenterite infeciosa

recente (Van Assche et al., 2010).

De entre as manifestagdes clinicas mais comuns, a mais valorizada ¢ a diarreia cronica

(mais de 6 semanas), seguida de dor abdominal e sintomas constitucionais como
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emagrecimento e astenia (sinais de malnutri¢do e mal absorc¢ao), mal-estar geral e febre
(Ministro, 2008, Van Assche et al., 2010). A apresentagdo aguda da DC pode ocorrer,
especialmente na doenca aguda do ileo terminal, a qual pode ser confundida com

apendicite aguda (Van Assche et al., 2010).

Relativamente as MEI podem ocorrer na pele, mucosas, serosas, olhos, articulagdes,
figado, vias biliares, pancreas e rins, sendo observadas em 30% dos doentes,
precedendo ou ndo as manifestagdes gastrointestinais (Su et al., 2002). De ressalvar que
as MEI s3o comuns a CU, pelo que ndo permitem per si o diagnostico de DC (Ministro,

2008).

O diagnoéstico diferencial deve ser feito com outras doengas do trato digestivo,
nomeadamente, infe¢des, doenga inflamatdria granulomatosa ou ndo, tumores e doencas
sistémicas com manifestacdes gastrointestinais (Ministro, 2008). O diagnostico
diferencial deve ser feito com especial cuidado na distingdo entre CD e CU, uma vez

que 5% dos doentes vé o seu diagnostico mudar de DC para CU (Stange et al., 2008).

Uma vez que ainda ndo existe um single gold standard para o diagnostico de DC, este
inclui um conjunto de passos, desde a avaliagdo clinica, combinada com endoscopia e
exames histologicos, radioldgicos e bioquimicos. Existem, no entanto, alguns critérios
de exclusdo a partida, definidos por Lennard-Jones (1997), entre os quais, a presenga de
infecdo, isquemia, irradiacdo e neoplasia. Como critérios de inclusdo definiu a
localizag@o da boca ao andis, ser um processo inflamatorio descontinuo, transmural, com
fibrose, agregados linfoides, atividade mucipara presente e granulomas (Lennard-Jones

and Shivananda, 1997).

A importancia de exames endoscoOpicos prende-se com o facto de serem extremamente
uteis para confirmacdo do diagnodstico mas também para caraterizar lesdes, avaliar a
extensdo da doenga, obter amostras para histologia, microbiologia e parasitologia, entre
outras. Assim, uma ileocolonoscopia ¢ um exame fundamental para o diagndstico, ao
passo que uma endoscopia digestiva alta s6 fara sentido se existirem sintomas do trato

digestivo superior (Van Assche et al., 2010).

O Consenso da ECCO, em 2006, estabeleceu como critérios macroscopicos

(endoscdpicos) para diagndstico da DC, o padrao de envolvimento descontinuo, erosdes
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aftdides, Ulceras serpiginosas, estenoses, orificios fistulosos, empedrado, cicatrizes,
areas de mucosa com padrdo vascular submucoso preservado, estando o reto
tipicamente ndo afetado. Definiram ainda que devem ser realizadas biopsias de 5
segmentos, incluindo o ileo e o reto, com um minimo de duas colheitas em cada
segmento, com a excecdo da colite fulminante em que se fazem apenas duas colheitas

num segmento, por razdes de seguranga (Van Assche et al., 2010)

O mesmo consenso estabeleceu que o diagnostico histopatologico da DC (critérios
histolégicos ou microscopicos) incluisse a presenga de granulomas epitelidides
(agregados de células histiocitarias como monocitos e macrofagos) na auséncia de
infegdes e um dos seguintes critérios: alteracdo focal (segmentar ou descontinua) da
arquitetura das criptas (definidas como distor¢do, ramificacdo ou encurtamento, que
podem atingir mais de 10% das criptas nas zonas com processo inflamatdrio focal ou
segmentar), inflamacao crénica focal ou em placa (sendo crénico definido pela presenca
de linfocitos e plasmdcitos), preservacao da atividade mucipara (quantidade de muco e
de mucinas) nos locais de doenga ativa. Na auséncia de granulomas sdo necessarios os
trés critérios para estabelecer o diagndstico. Podem referir-se ainda como critérios
microscopicos, a preservacao da atividade mucipara nas zonas inflamatorias, erosdes ou
fistulas, aumento dos linfocitos intra-epiteliais e inflamagdo transmucosa. Quanto ao
ileo verificou-se, além de todas estas alteragdes referidas, uma mudanca na arquitetura
vilositaria. Estes critérios sdo adotados para pegas operatdrias ou para colheitas de
biopsias. A histologia ¢ frequentemente usada para o diagnostico de CU e de DC. A
auséncia da inflamac¢do da mucosa indica remissdo na CU, ao contrario da DC, pois
devido ao seu caracter descontinuo pode ndo haver inflamag¢do no segmento biopsado
mas a doenca estar presente noutros segmentados que escaparam a biopsia (Van Assche

et al., 2010).

A imagiologia (exames contrastados de radiologia convencional, tomografia
computorizada (TAC) ou ressondncia magnética nuclear (RMN)) pode complementar a
endoscopia em estenoses intransponiveis (estreitamentos que ndo permitam a passagem
do endoscopio), na doenca perfurante e sempre que se traduza em massas, abcessos ou

fistulas e aglomerados inflamatorios (Van Assche et al., 2010).

Assim, o diagnostico de DC engloba um conjunto de exames complementares que

traduzem a heterogeneidade e complexidade que o fendtipo pode assumir.
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Foram varias as tentativas de classificar a DC a fim de uniformizar a avaliagdo e
atuacdo dos clinicos perante esta patologia. Foi classificada quanto ao fendtipo pela
classificagdo de Roma e, posteriormente, pela de Viena. Em 2005, em Montreal, foi
revista a classificacdo de Viena, adotando o nome de Classificacio de Montreal, a qual
se mantém atual (Tabela II). A DC também ¢ classificada quanto a atividade da doenca
pelo Crohn’s Disease Activity Index (CDAI), entre outros, e quanto a resposta a

terapéutica (esterdide dependente ou esterdide resistente) (Van Assche et al., 2010).

Determinou-se que a localizagdo da doenca corresponde & méxima extensdo da mesma
antes da primeira ressec¢do intestinal (Silverberg, 2005). A necessidade de estabelecer
este critério expressa o facto de que, apds a cirurgia, podem aparecer lesdes em areas
anteriormente ilesas (Ministro, 2008). Alguns estudos referem que dos pacientes com
doenga ileal, <20% desenvolve lesdes colonicas dez anos apos o diagnostico (Peschard
et al., 1998) e em <20% a doenga estende-se para o intestino delgado (Hamon et al.,
1993).No entanto, atualmente acredita-se que em pacientes adultos, a localizacdo da
doenca (L) permanece estavel apos o diagnostico, enquanto que o comportamento do
fenotipo (B) muda ao longo do tempo, progredindo de ndo-penetrante e ndo-estenosante
para penetrante (aparecimento de fistulas) e estenosante (Cosnes et al., 2002b, Louis et
al., 2001). Inclusivamente pode coexistir o padrao estenosante € o penetrante no mesmo

individuo e também no mesmo segmento intestinal (Cosnes et al., 2011).

Quanto a atividade da doenca, o Crohn’s Disease Activity Index (CDAI) é considerado
0 gold standard para a avaliagdo da atividade da doenca e ¢ a principal ferramenta para
aferir a eficécia da terapéutica. A andlise de oito varidveis (nimero de deje¢des liquidas,
severidade da dor abdominal, bem-estar geral, MEI, necessidade de farmacos
antidiarreicos, presen¢a de massas abdominais, hematocrito, perda de peso) permite
obter um score que classifica o tipo de atividade que a doenga de um certo individuo
apresenta. Os investigadores designaram que o doente se encontra em remissdo quando
apresenta um score abaixo de 150, doenca ligeiramente ativa tem um score entre
150-219, moderadamente ativa corresponde a 220-450, acima do qual se considera

doenca com atividade grave (Ministro, 2008, Sandborn et al., 2002).

O Indice de Harvey-Bradshaw (IHB), ou “indice simplificado” ¢é, na verdade, uma
simplificagdo ao CDALI, sendo facilmente aplicavel na clinica, uma vez que tem menos

variaveis, apenas ¢ necessaria uma visita para o calculo do score, e o score final é o
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somatorio das varias pontuacdes, ao contrario do CDAI em que varios pardmetros sao
colhidos durante uma semana e a pontuacdo final resulta da ponderagdo das variaveis

(Ministro, 2008, Sandborn et al., 2002).

Tabela II. Classificagdo de Montreal da Doenga de Crohn

Idade de diagndstico (A) Al <16 anos
A2 17-40 anos
A3 >40 anos

Localizac¢ao (L) L1 ileo terminal
L2 colon

L3 ileo e colon

L4 tubo digestivo superior

Comportamento (B) B1 ndo estenosante e ndo penetrante

B2 estenosante

B3 penetrante
Modificador: /localizaggo no tubo L1+L4 ileo terminal+ tubo digestivo
digestivo superior (L4) superior

L2+L4 colon+ tubo digestivo superior

L3+L4 ileo e coélon+ tubo digestivo
superior

Modificador: doenca perianal (p) Blp ndo estenosante e ndo penetrante e
doenga perianal

B2p estenosante e ndo penetrante e
doenga perianal

B3p penetrante e doencga perianal

Adaptado de Silverberg et al., 2005

Aquando do consenso da ECCO (2006) referiram a importdncia de identificar
marcadores genéticos e serologicos que permitam atuagdo precoce e precisa da DC (Van

Assche et al., 2010).

Relativamente a historia da doenca, esta torna-se sintomatica quando as lesdes sdo
extensas ou distais e estao associadas a reagdes inflamatdrias sistémicas ou a estenoses,

abcessos ou fistulas. No entanto, também podem desenvolver-se fistulas ou estenoses
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sem nenhuns sintomas durante anos (Cosnes et al., 2011). O curso da doenca ¢,
geralmente, caracterizado por episddios de agravamento dos sintomas seguidos de
periodos de remissdo, com duracdo varidvel, e apenas 10-15% dos doentes apresenta
doenca continua e cronica (Munkholm et al., 1995). A progressdao das lesdes varia de
semanas a meses e pode parar ou reverter, quer espontaneamente quer através da
terap€utica. A doenca coldnica ¢ mais sintomatica e esta mais relacionada com MEI do

que a doenga ileal, que pode permanecer latente durante varios anos (Cosnes et al.,

2011).

A evolugdo clinica da DC passa quase inexoravelmente pela cirurgia, uma vez que 50%
dos doentes sdo submetidos a cirurgia durante os primeiros 10 anos e 80% em diferentes
periodos da doenca (Carter et al., 2004). A cirurgia ndo ¢ curativa, pelo que a
probabilidade de recorréncia ¢ quase garantida. Alids, menos de 5% dos doentes

apresenta endoscopia normal 10 anos ap6s a cirurgia (Cosnes et al., 2011).

Dada a grande variedade de manifesta¢des clinicas da CU e da DC ¢ apresentada uma

tabela que procura resumir ambas as apresentacdes (Tabela III).

Tabela III. Colite Ulcerosa versus Doenga de Crohn

Apresentagdo clinica
Febre
Dor abdominal
Diarreia
Sangramento retal
Perda de peso
Sinais de malnutri¢do
Doenga perianal
Massa abdominal

Quebra do crescimento em criangas ou adolescentes

CU

Pouco comum
Variavel
Muito comum
Muito comum
Pouco comum
Pouco comum
Ausente
Ausente

Ocasional

DC

Comum
Comum
Pouco comum
Pouco comum
Comum
Comum
Pouco comum
Comum

Comum
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Localizagcao
Colon
fleo
Jejuno
Estdmago ou duodeno
Esofago

Complicagoes intestinais
Estenoses
Fistulas
Megacoélon toxico
Perfuragio
Cancro

Pardametros endoscopicos
Friabilidade
Ulceras aftosas e lineares
Empedrejamento
Pseudopolipos
Envolvimento retal

Pardametros radiologicos
Distribuigdo
Ulceragao

Fissuras
Estenoses ou fistulas

Envolvimento ileal
Parametros laboratoriais

Anticorpos pANCA

Anticorpos ASCA

Exclusivamente
Nunca
Nunca
Nunca

Nunca

Desconhecido
Ausente
Desconhecido
Desconhecido

Comum

Muito comum
Ausente
Ausente
Comum

Muito comum

Continua

Fina, superficial

Ausentes
Raro

Backwash ileitis

70%

Ocasional

2/3 dos doentes
2/3 dos doentes
Pouco frequente
Pouco frequente

Pouco frequente

Comum
Pouco comum
Ausente
Incomum

Pouco comum

Pouco comum
Comum
Comum

Pouco comum

Pouco comum

Descontinua,
segmentar

Profunda, extensdo a
submucosa

Comum
Comum

Estenosante, nodular

Ocasional

> 50% dos doentes

Adaptado de Podolsky, 2002
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2. Epidemiologia

A CU e a DC sdo consideradas doencas das sociedades modernizadas, uma vez que tem
aumentado a sua frequéncia nos paises desenvolvidos, desde meados do século XX

(Danese and Fiocchi, 2011).

Apesar da escassez de dados epidemiologicos destas doencas nos paises em
desenvolvimento, a incidéncia e prevaléncia da DII estd a aumentar nas diferentes
regides do globo, o que demonstra a sua emergéncia como doenga global (Molodecky et

al., 2012).

O estudo epidemioldgico de identificagdo de padrdes temporais e geograficos da doenca
¢ util no esclarecimento dos fatores de risco ambientais, genéticos (variacdes €tnicas) e
no planeamento das necessidades versus recursos de saude publica (Molodecky et al.,

2012).

Quando a DII ¢ identificada numa nova populagdo, a CU precede a DC e tem uma
maior incidéncia (Danese and Fiocchi, 2011), com algumas exce¢des como Canada e
Australia. A incidéncia anual (nimero de novos casos em 100 000 habitantes) de CU na
Europa varia entre 0.6 ¢ 24.3 em 100 000 pessoas, 0.1 e 6.3 em 100 000 pessoas na Asia
e Médio Oriente, e varia entre 0 e 19.2 em 100 000 pessoas na América do Norte.
Quanto a DC a incidéncia anual varia entre 0.3 e 12.7 em 100 000 pessoas na Europa,
0.04 ¢ 5 em 100 000 pessoas na Asia e Médio Oriente e entre 0 e 20.2 em 100,000
pessoas na América do Norte. A maior prevaléncia (nimero de casos existentes em 100
000 habitantes) de DII foi observada na Europa (505 em 100 000 pessoas para a CU e
322 em 100 000 pessoas para a DC) América do Norte (249 em 100 000 pessoas para a
CU e 319 em 100 000 pessoas para a DC) América do Norte (Molodecky et al., 2012).
Estudos focados nos padrdes temporais da DII relatam um aumento da incidéncia em
varias regides do globo nos ultimos cinquenta anos. Nos paises ocidentais a incidéncia
de CU aumentou de 8 para 14 em 100 000 pessoas, quanto a DC passou de 6 para 15 em
100 000 pessoas. Quanto a prevaléncia da CU e DC, em 100 000 pessoas, aumentou de
120 para 200 e de 50 para 200, respetivamente (Cosnes et al., 2011).

A medida que os paises se vao tornando industrializados a incidéncia de CU aumenta,

seguida da DC, tal como aconteceu no Japdo, Singapura e Coreia do Sul. Em Africa,
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América Central e América do Sul os dados sdo escassos ou ndo estdo disponiveis
(Cosnes et al., 2011). A industrializagdo esta associada a um conjunto de potenciais
fatores de risco ambientais para a DII como mudancgas na exposi¢do a microrganismos,
condicdes sanitarias, taxas de ocupacdo, dieta, estilo de vida, medicacdo e exposi¢do a

poluentes (Berner and Kiaer, 1986, Molodecky et al., 2012).

Em termos étnicos, a DII ¢ observada igualmente em caucasianos € ndo-caucasianos.
Foi observada uma elevada prevaléncia de DII em judeus, inclusivamente em judeus
emigrados para zonas de baixa prevaléncia da doenga (Cosnes et al., 2011, Fireman et
al., 1989, Gilat et al., 1987). Outro estudo relatou uma baixa incidéncia de DII em
judeus nascidos em Africa, Asia e Israel, comparando com judeus nascidos na Europa e
América do Norte (Cosnes et al., 2011, Fireman et al., 1989, Shapira and Tamir, 1992).

Estes dados apoiam a combinagdo de fatores genéticos e ambientais na génese da DII.

A CU e a DC ocorrem igualmente em ambos 0s sexos € a sua incidéncia ¢ mais alta
entre a segunda e a quarta década de vida, ou seja, afeta os individuos na idade mais
produtiva o que se repercute em custos a longo prazo para o doente, para o sistema de

satde e para a sociedade (Molodecky et al., 2012).

Uma vez que a mortalidade na DII ¢ baixa (Duricova et al., 2010, Molodecky et al.,
2012) e a doenga ¢ geralmente diagnosticada na juventude a prevaléncia global tende a
continuar a aumentar. O aumento da incidéncia verificado no século XX pode ser
explicado pelos fatores ambientais mas também pela sensibilidade dos médicos e do
publico em geral para a DII, bem como pelos novos meios de diagndstico disponiveis,

nomeadamente a colonoscopia (Molodecky et al., 2012).

Numa abordagem farmocoepidemiologica levada a cabo em Portugal, concluiu-se que
Portugal acompanha a tendéncia mundial em termos de crescimento de DII. A
prevaléncia aumentou de 86 casos em 100 000 pessoas em 2003, para 146 casos em 100
000 pessoas em 2007. A prevaléncia de CU aumentou de 42 casos em 100 000 pessoas
em 2003 para 71 em 2007. Quanto a DC a prevaléncia aumentou de 43 casos em 100
000 pessoas em 2003 para 73 em 2007. A incidéncia anual de DII ¢ de 15 casos em 100

000, o que coincide com a média europeia (Azevedo et al., 2010).
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3. Imunidade inata e adaptativa na DII

O intestino estd constantemente exposto a um grande niimero de microrganismos. A
presenca destes no trato gastrointestinal apresenta vantagens e desvantagens. Por um
lado ajudam a degradar os hidratos de carbono facilitando a absorc¢ao, por outro podem
prejudicar o hospedeiro causando inflama¢do. No entanto, na maior parte dos casos, 0s
individuos sdo resistentes a infecdo gracas ao sistema imunitario altamente
desenvolvido, o qual é composto por dois bracos, a imunidade inata e a imunidade

adaptativa (Gersemann et al., 2012).

A imunidade inata ¢ mais simples, reconhece padrdes bacterianos e virais o que resulta
numa resposta rapida mas limitada. A imunidade adaptativa desenvolve uma resposta
altamente especifica, requer mais tempo mas proporciona memoria imunoldgica. Ambas
desempenham papéis chave e interligados na patogénese da DII (Siegmund and Zeitz,

2011).

No intestino, a imunidade inata inclui a barreira epitelial e as células fagocitarias da
lamina prépria, como macrofagos, células dendriticas e neutrofilos. Os linfocitos T
representam a populacdo celular chave da imunidade adaptativa. Quando ativados
secretam citoquinas, afetando todos os tipos celulares no local, como macrofagos,

células dendriticas, neutrofilos, células endoteliais e elementos do estroma (Siegmund

and Zeitz, 2011).

Quando os antigénios atingem a lamina propria ativam a imunidade inata, primeiro via
recetores de reconhecimento padrdo (PRR) e depois via células apresentadoras de
antigénios (APC), o que resulta na resposta efetora das células T (Siegmund and Zeitz,

2011).

Virios estudos demonstraram que as subpopulacdes de células T ativadas de forma
anormal na CU e na DC sdo diferentes. A resposta mediada pelas células T helper-1
(Th1) surge no contexto de apresentacdo de um patogénio intracelular pelas células
apresentadoras de antigénios (APC) na presenca de interleucina (IL) IL-12. O sistema
imunitario pode, entdo, localizar o agente infecioso e secretar fatores que promovam a

apoptose (como o interferdo-y (IFN-y) ou o fator de necrose tumoral-a (TNF-a)) ou
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induzam a diferenciagdo de linfocitos T citotoxicos. A caracteristica da resposta Thl ¢é o

granuloma (Kobayashi et al., 2001, Siegmund and Zeitz, 2011).

As células Th17 foram as mais recentemente identificadas, produzem IL-17 e IL-22,
ambas citoquinas pré-inflamatorias capazes de promover a destruicdo local dos tecidos.
As Thl7 sdao ativadas pela combinagdo da IL-6 com o fator transformador de
crescimento-f (TGF-B) e sdo induzidas pela IL-23 a diferenciarem-se em células
maduras produtoras de IL-17. A IL-22 e IL-17 encontram-se elevadas na mucosa

inflamada na DC (Siegmund and Zeitz, 2011, Zhou et al., 2007).

Outro subgrupo de células Th sdo as Th2, que secretam a IL-4, IL-5 e IL-13 e
promovem a atopia através da indugcdo de imunoglobulina (Ig) IgE, eosindfilos e
mastdcitos. Até ha pouco tempo pensava-se que a CU era mediada pelas células Th2, no
entanto, a auséncia de IL-4 nas amostras colonicas de doentes com CU e os niveis
aumentados de IL-13 e IFN-y na mucosa da CU alteraram esse paradigma. Pensa-se que
a IL-13 ¢ induzida pelas células T natural killer (NK) e tem como alvo as células
epiteliais que se tornam disfuncionais. O que esta de acordo com o fato da CU ser uma
doenca mais superficial que a DC (Fuss et al., 2004, Heller et al., 2005, Siegmund and
Zeitz, 2011).

Uma populacdo celular especialmente importante para a defesa imunologica do intestino
¢ a das células T reguladoras (Tr), uma vez que, ao contrario da imunidade sistémica, ¢
fundamental manter a supressdo imunoldgica da mucosa intestinal. As células Trl
secretam IL-10, que ¢ wuma citoquina anti-inflamatéria. Outra citoquina
imunossupressora, TGF-f, ¢ produzida pelas células Th3, promove a produgdo de IgA e
suprime a ativacao das células T e B (Coffman et al., 2009, Cong et al., 2002, Siegmund
and Zeitz, 2011). Para além destas populagdes, também sdo importantes as células Treg

CD4+ CD25+, que requerem o fator de transcricdo FoxP3 (Siegmund and Zeitz, 2011).

A lamina propria intestinal ¢ o local do organismo com maior propor¢ao de células
CD4+ Tr devido 4 manutencdo de antigénios provenientes da alimenta¢do e da flora
comensal. Sabe-se que a diminuicdo de células Tr conduz a DII, no entanto,
desconhece-se se a sobreabundancia das células T ativadas se deve a um menor nimero
de células Tr, ou a defeitos na sua funcao, ou resisténcia das células T ativadas a

supressdo, ou a combinacdo das varias hipoteses. Alguns autores observaram que o
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nimero de células Tr na mucosa inflamada da DII ¢ semelhante aos controlos pelo que
defendem que o defeito estd na fungdo e ndo no numero. Outros estudos apontam para
uma funcdo menos eficaz das células Tr na DIl uma vez que sofrem apoptose mais

rapidamente que as Tr de tecidos ndo-inflamados (Himmel et al., 2012).

Devido a grande capacidade de supressdo de antigénios da células Tr, sdo candidatas
promissoras para imunoterapia, a fim de substituir os farmacos imunossupressivos,
frequentemente ineficazes e com risco associado de cancro e infe¢des. Em modelos
murinos a utiliza¢do de células Tr ndo s6 preveniu como curou a DII (Himmel et al.,

2012, Mottet et al., 2003).
4. Alteracoes genéticas na DII

A etiologia da DII continua por esclarecer, embora muitos estudos apontem para uma
interagao deficiente entre a flora comensal intestinal, normalmente em estado simbiotico
com o sistema imune do hospedeiro (Baumgart and Sandborn, 2012), em individuos
geneticamente suscetiveis expostos a diferentes fatores ambientais (Siegmund and
Zeitz, 2011, Van Limbergen et al., 2009). O envolvimento de bactérias enddgenas e
patogénicas na génese da DII ndo estd completamente esclarecido mas ¢ apoiado por
experiéncias em modelos murinos, nos quais ratinhos suscetiveis mantidos em
ambientes livres de germes ndo desenvolvem colite espontinea (De Jager et al., 2007).
Os microrganismos mais frequentemente associados a patogénese da DII sdo o
Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis e a Escherichia coli aderente-

-invasiva (Sartor, 2006).

Estudos epidemioldgicos revelaram fortes influéncias ambientais na DII, tal como
demonstrado pela relativamente baixa concordancia da DII em gémeos univitelinos
(cerca de 50% para DC e 10% para CU) (Halfvarson et al., 2003, Sartor, 2006). Apesar
disso, a maior incidéncia de DII em familiares de primeiro grau implica a genética na
patogénese da doenca (Sartor, 2006). A capacidade do hospedeiro se adaptar ao
ambiente que o rodeia ¢ determinada em grande parte por fatores genéticos. As
variagdes genéticas podem determinar se o hospedeiro vai desenvolver a doenca em
resposta a um stresse ambiental (“penetrancia”), e as diferentes respostas face a essa
exposicdo (“expressividade”). Nalguns casos a natureza e intensidade da exposi¢do

ambiental ¢ o principal determinante da doenca, mas noutros casos os fatores genéticos
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sdo mais importantes em ditar a resposta a stresses ordinarios, tal como na DII (Boland,

2010).

Um dos maiores estudos sobre a influéncia dos fatores ambientais nas familias com DII
identificou multiplas diferencas nos habitos alimentares, fatores domésticos e historial
médico entre familias com DII e controlos. A titulo de exemplo, os que apresentavam
DII consumiam mais queijo e leite ndo-pasteurizado, bebiam mais 4dgua do poco, e
ingeriam menos aveia, centeio e farelo. Quanto a fatores domésticos observaram que o
contacto precoce com animais domésticos era um fator protetor pois favorecia a

estimulacdo do sistema imunologico (Nunes et al., 2011, Van Kruiningen et al., 2007).

Gragas aos GWAS tem sido possivel identificar se determinados polimorfismos
genéticos estdo associados a um risco alterado para o desenvolvimento da doenca
(Boland, 2010). Polimorfismos sdo variacdes de uma sequéncia particular de éacido
desoxirribonucleico (DNA), os mais comuns consistem na alteracdo de um unico par de
bases, chamados polimorfismos singulares de nucledtidos (single nucleotide

polimorphisms ou SNPs) (Collins).

As alteracdes genéticas associadas a DII compreendem um grande numero de genes,
sendo alguns especificos da DC ou da CU e outros comuns a ambas as patologias (DII).
Assim, dos 100 /loci identificados, 23 estdo associados a DC, 8 a CU e 69 sao
partilhados por ambas as doengas (Lee, 2011) (ANEXO I). Esses genes alterados estdo
envolvidos em diferentes mecanismos homeostaticos, pelo que serdo abordados
separadamente genes relacionados com a imunidade inata, com moléculas envolvidas na
manuten¢do da integridade da barreira epitelial, com mecanismos de autofagia, com
imunidade adaptativa, com a via da IL-23 e diferenciacdo dos linfocitos Th17 e com a
orquestracdo da resposta imune secundaria (Lees et al., 2011, Van Limbergen et al.,
2009). Apesar dos esforgos conjuntos para identificar genes associados a DII, a maior
parte dos polimorfismos ja identificados ndo apresenta ligagdo com fendtipos

particulares da doenca.

Recentemente descobriu-se que variagdes genéticas em sequéncias ndo codificantes
desempenham um papel importante em modificar a expressdo dos genes. Embora
muitos dos loci de susceptibilidade descritos ainda ndo tenham causalidade esclarecida,

sabe-se que a maior parte ndo corresponde a polimorfismos codificantes, mas sim
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regulatorios, associados a mudancas qualitativas e quantitativas. (Khor et al., 2011, Lee,

2011).

Um polimorfismo numa regido codificante que mude a sequéncia de aminoacidos pode
alterar a funcdo bioldgica da proteina, no entanto sabe-se que a maior parte dos SNPs
associados a doengas estd localizada em intrdes ou entre genes. Apesar disso, os SNPs
ndo codificantes podem conduzir ao aumento ou diminui¢do da proteina em questdo por
influenciarem a transcri¢do do gene de véarias formas, por exemplo afetando promotores,
micro-RNAs ou reguladores de transcricdo de longo alcance (Hindorff et al., 2009,

Hrdlickova et al., 2011, Manolio, 2010, Van Wanrooij et al., 2012).

A abordagem dos GWAS nado ¢ capaz de identificar a variante exata causadora da
doenca pelo que o mapeamento genético ¢ crucial para localizar as variantes de risco
que podem ser usadas em estudos funcionais. Ainda que o mapeamento genético ndo
consiga identificar as variantes causadoras da doenca, vai diminuir o nimero de genes

candidatos a estudos funcionais (Hrdlickova et al., 2011, Van Wanrooij et al., 2012).

O termo genético linkage desiquilibrium (LD) refere-se a associagdo ndo-aleatoria de
alelos de dois ou mais /oci, a qual dificulta a identificagdo do gene ou associacdo de
genes que contribui para a doenga (Slatkin, 2008). Varios alelos de risco identificados
estdio em LD, o que torna mais dificil o estudo do papel individual de cada single

nucleotide polimorphism (SNP).

Polimorfismos com efeito modesto na fun¢do do gene sdo compensados pela imunidade
inata e podem proporcionar diversidade na resposta da populacdo a flora microbiana,
enquanto que os polimorfismos com um forte efeito na fungdo da proteina sé6 podem
sobreviver como alelos raros na populacdo, o que se verifica com os alelos de risco do
NOD2/CARDI1S, os quais sdo pouco comuns mas tém um efeito forte no risco da
doenca (De Jager et al., 2007, Economou et al., 2004). Apesar deste exemplo, na
generalidade a inflamagdo cronica ndo € caracterizada por genes Unicos, dominantes e
altamente penetrantes que determinam a presenca e intensidade da resposta imune,
como acontece noutras doengas (Boland, 2010). De facto, apesar dos vdrios
polimorfismos descritos associados a DII, o efeito individual ¢ relativamente modesto.

Assim, o desafio ¢ perceber como ¢ que os polimorfismos relacionados com as
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variagOes na resposta inflamatéria interagem uns com os outros (epistasis) e integrar na

variedade das exposic¢des individuais (Boland, 2010).

Os fatores genéticos parecem ser mais importantes para DC do que para a CU, no
entanto, ambas podem resultar numa mistura de causas genéticas e ambientais (Boland,

2010).

i. Imunidade Inata
a. Recetores de reconhecimento padrao

1. NOD2/CARDI5

O sistema imunitario inato ¢ capaz de detetar padrdes moleculares associados a
patogénicos (pathogen-associated molecular patterns/PAMPs) como
lipopolissacarideos (LPS), muramil dipeptideo (MDP), flagelinas e lipoproteinas,
através de recetores PRR (Pattern recognition receptors) como os recetores Toll-Like
(TLR) e NOD (nucleotide-binding oligomerization domain) (Akira et al., 2006, De
Jager et al., 2007, Gersemann et al., 2012).

De entre a familia dos recetores NOD, o NOD-2 (nucleotide-binding oligomerization
domain-containing protein 2) também chamado de CARDIS (caspase recruitment
domain-containing protein 15) ¢ uma proteina citoplasmatica, expressa sobretudo em
monocitos e células dendriticas e tem como funcdo regular a inflamacdo e apoptose
através da ativacdo de vias pro-inflamatorias como a via do fator nuclear-kB (NF-kB).
Expressa-se também no epitélio intestinal, onde desempenha um papel antibacteriano ao
funcionar como sensor para a detecdo de bactérias. Segundo uns autores, NOD2 tem
especificidade para detectar MDP, uma parte do peptidoglicano presente na parede das
bactérias Gram positivas e Gram negativas (Girardin et al., 2003, Khor et al., 2011),
segundo outros autores deteta LPS (Gersemann et al., 2012, Giachino et al., 2004,
Girardin et al., 2003, Hugot et al., 2001, Inohara et al., 2003, Matsuda et al., 2003,
Peyrin-Biroulet and Chamaillard, 2007, Siegmund and Zeitz, 2011).

A analise de DNA de familias com varios membros afetados por DC ou CU identificou
uma area na regido pericentromérica do cromossoma 16q12 (cromossoma 16, braco

longo, exdo 12) que ¢ comum entre familiares com DC mas ndo entre familiares com
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CU. Embora o risco relativo associado a este locus, designado de IBD1, ndo fosse

elevado, estudos independentes comprovaram essa associagao.

Hugot e colegas (2001) mapearam detalhadamente o cromossoma 16, o que permitiu a
identificacdo do gene responsdvel, pelo menos em parte, por esta associagdo (Hugot et
al., 2001, Ogura et al., 2001, Podolsky, 2002). Este gene codifica o NOD2 e foi o
primeiro gene a ser associado com certeza a suscetibilidade para a DC, na América do
Norte e Europa (Hampe et al., 2001, Hugot et al., 2001, Ogura et al., 2001, Siegmund
and Zeitz, 2011).

Apés identificagdo do gene € pccnit mutation

caracterizacdo dos polimorfismos
Original DNA code for an amino acid sequence.

oA—CATTCACACGTACTCATGCTAT

bases

concluiram que as trés principais

variantes associadas com a DC sdo, ~{His _H Ser H His H Vai H Leu H Wet H Leu }-
. . T

uma do tipo frameshif e duas Amino acid

missense. ,

CATTCACACGTACTCATGCTAT

Uma muta¢do do tipo frameshift C“{ N S ———

Frameshift of one DNA base results
in abnormal amino acid sequence.

(Figura 1) envolve a insergdo,

delecdo ou duplicagdo de um
Figura 1. Mutacao frameshift

Adaptado de http://ghr.nlm.nih.gov/handbook/
illustrations/mutationtypes?show=frameshift

nucleotido, pelo que o niimero de
pares de bases deixa de ser divisivel
por trés, o que ¢ importante uma
vez que a célula 1€ o gene em grupo de trés bases. Cada grupo de trés bases corresponde
a um dos vinte diferentes aminodcidos que servem para construir uma proteina. Esta
mutagdo geralmente conduz a terminacao precoce da proteina (coddo stop) o que resulta

numa proteina truncada, ou seja, sem atividade (Ostrander).

A mutacdo Leul007fsinsC do tipo frameshift consiste na inser¢do de uma citosina no
exdo 11, nucledtido 3020, que leva a uma alteragdo no segundo nucledtido do coddo
1007, traduzida na substituicdo da Leucina 1007 por uma Prolina, imediatamente
seguida por um coddo stop prematuro, o que vai codificar uma proteina NOD2 truncada,
isto €, sem atividade. O gene alterado codifica uma proteina com 1013 aminoécidos em

vez dos 1040 aminoécidos do NOD2 wild-type (wt) (Ogura et al., 2001).
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A mutacdo missense (Figura 2)  Missense mutation

ocorre quando se altera um Unico
Original DNA code for an amino acid sequence.

par de bases causando a ow CATEATEATCATGATCATEAT
bases
substituicdo de um aminoacido ~{His H His H His H Wis H His H His H His }-

da proteina, o que pode ndo ter A Replacement of a

single nucleotide.

qualquer efeito ou pode conduzir B T
CATCATCATCEITCATCATCAT

a uma proteina ndo funcional

- His H His H His HEZTH His H His H His }-

(Austin). N Incorrect amino acid, which may
produce a malfunctioning protein.

As duas mutagOes missense
associadas ao NOD2 sdo a

R702W ou Arg702Trp, onde uma

Figura 2. Mutagdo missense

Adaptado de http.//ghr.nim.nih.gov/handbook/
arginina substitui um triptofano e illustrations/mutationtypes?show=missense

a G908R ou Gly908Arg, em que

uma glicina substitui uma arginina (Gersemann et al., 2012, Siegmund and Zeitz, 2011)

Do terminal amina ao terminal carboxilico, o0 NOD2 ¢ composto por 2 dominios de
recrutamento de caspases (CARD), um dominio de ligacdo a nucle6tido (NBD) e uma

regido rica em repeticdes de leucina (LRR) (Hampe et al., 2001, Hugot et al., 2001).

As principais variantes identificadas alteram a estrutura do dominio LRR ou da regido
adjacente, responsavel pela ativagdo do fator nuclear NF-kB. Assim, confere
suscetibilidade para a doenga de Crohn ao interferir no reconhecimento de componentes

bacterianos e na ativa¢do inadequada do NF-kB, (Hugot et al., 2001).

Segundo Ogura (2001) a proteina mutada € significativamente menos ativa em resposta
a LPS bacterianos que a wt, o que se traduz na detegdo deficiente de bactérias pelos
mondcitos e macrofagos (células que expressam NOD2) que explicaria a resposta
inflamatoria exagerada por parte da imunidade adaptativa. Outra possivel explicagdo
para a associagdo com a DC consiste no facto da proteina NOD2 ndo mutada poder
induzir citoquinas anti-inflamatérias como a IL-10, o que ndo aconteceria em presenca
da forma mutada. Além disso, existe a possibilidade da proteina alterada conseguir
detetar novos componentes bacterianos de patogénios desconhecidos, havendo assim,

ganho de funcdo (Ogura et al., 2001).
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Por outro lado, outros autores, como Hampe (2001), defendem que a proteina truncada
tem um poder de ativagdo do NF-kB cinco vezes superior & wt o que se traduz numa
ativacdo inapropriada em presenca de bactérias (Hampe et al., 2001). Hugot (2001)
também sustenta a hipotese de super-ativagdo do fator NF-kB (Hugot et al., 2001).

Ahmad e colegas (2002) observaram que a variante Leul007fsinsC reduzia a ativagao
do NF-kB o que entrava em conflito com os trabalhos prévios do grupo, os quais tinham

demonstrado um aumento da ativacdo do NF-kB em mondcitos (Ahmad et al., 2002).

Assim, apesar dos novos conhecimentos continua em debate se estas mutagdes
contribuem para uma perda ou ganho de fungdo (Lees et al., 2011, Lees and Satsangi,

2009).

As trés principais variantes identificadas foram associadas com um fenotipo
estenosante/penetrante da DC ileal (Hampe et al., 2001, Lees et al., 2011). Esta relagado
genotipo-fendtipo pode vir a contribuir para terapias mais dirigidas e assim com maior

SucCesso.

b. TLR

TLR ¢é uma familia de PRR, tal como a familia NOD, envolvida na imunidade inata
contra microrganismos. Estes PRR detectam PAMPs e medeiam a producdo de

citoquinas necessarias ao desenvolvimento da resposta imune (Boland, 2010).

A familia TLR ¢ composta por 10 diferentes recetores transmembranares (TLR1-10),
que sdo encontrados quer a superficie das células (TLRI1, 2, 4-6) quer em
compartimentos intracelulares, como endossomas (TLR3, 7-9) (De Jager et al., 2007,
Takeda and Akira, 2005). Podem ser expressos de uma forma constitutiva ou indutiva,
ao longo de todo o trato gastrointestinal e numa ampla variedade de células, incluindo
as células epiteliais (enterdcitos, células de Paneth, células caliciformes e células
enteroenddcrinas), miofibroblastos sub-epiteliais e células imunes da lamina propria

(monocitos, macréfagos, células dendriticas e TCD4+) (Cario, 2010).

No intestino saudavel os TLR2 e TLR4 estdo expressos em pequena quantidade,
minimizando o reconhecimento da flora habitual mas mantendo um estado basal de

ativacdo. H4 mecanismos de inibicdo que sdo desligados e mecanismos reguladores
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positivos que sdo ativados para permitir que os TLR sinalizem a ameaca e induzam uma
resposta imune. O TLR4 est4 sobre-expresso no trato gastrointestinal baixo quer na DC
quer na CU, maximizando a resposta ao ambiente o que reflete um estado aberrante de

ativacao (Cario, 2010).

Foram identificadas varias mutagdes nos genes que codificam os TLR associadas a DII.
Os individuos com CU e que apresentam os polimorfismos 7LRI-R80T e TLR2-R7530
tém maior risco de pancolite. O polimorfismo 7LR6-S249P foi associado a uma ligeira

diminui¢do da incidéncia de proctite na DII (Cario, 2010, Pierik et al., 2006).

TLR4Gly299 e TLR4Thr399 sao mutacdes missense, localizadas no terceiro exao do
gene TLR4, cromossoma 9q33.1. O polimorfismo Asp299Gly (ou D299G), resulta da
substitui¢do de uma adenina por uma guanina na posi¢do 896, que se traduz na
substitui¢do do aminodcido aspartato da posicdo 299 por uma glicina. A Thr399lle
resulta da substituicdo de uma citosina por uma timina na posicao 1196, pelo que uma
treonina € substituida por uma isoleucina (Zhu et al., 2012). Em estudos in vitro tanto a
Gly299 como a [le399 demonstraram menor resposta a LPS e outros ligandos TLR4,
pelo que podem ser variantes causais de DII. Varios estudos associaram estas variantes
a CU e a DC, no entanto, a influéncia deste alelo na funcdo bioldgica e patogénese da
DII ndo estad bem esclarecida, uma vez que o TLR4 se encontra numa regido de LD
(Cario, 2010, De Jager et al., 2007). Alguns estudos identificaram o polimorfismo
D299G como preditor de fenotipo estenosante na DC, apenas na auséncia das mutagdes

do NOD2/CARDI15 (Brand et al., 2005, Cario, 2010).

Um polimorfismo identificado no TLRS (TLR5-stop) que conduz a perda de 75% da
funcao do TLRS reduz a resposta imune a flagelina, pelo que demonstrou ser protetor na
DC. Pelo contrario, a perda completa da funcdo do TLRS resultou em colite espontanea
em ratinhos, devido a resposta aberrante do TLR4 a alteracdo da flora comensal (Cario,

2010, Gewirtz et al., 2006).

Os SNPs 1237T/C e 2848 A/G identificados no TLR9 foram associados as variantes da
DC no NOD2/CARD15, IL23R e DLGS (Cario, 2010, Torok et al., 2009).

O grupo de De Jager (2007) identificou ainda um polimorfismo no TIRAP (7IR

domain-containing adapter protein) associado a DII. Este gene codifica uma proteina
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com um papel chave como molécula adaptadora na juncao de vérias vias de sinalizagdo,
incluindo TLR4, ao qual se liga intracelularmente. No entanto, a associacdo encontrada,
embora significativa, tem um efeito modesto no risco de DII pelo que o grupo defende a

necessidade de estudos mais alargados (De Jager et al., 2007).

ii. Manutencio da integridade da barreira epitelial

O epitélio intestinal desempenha um papel chave como barreira do trato gastrointestinal.
Existe o consenso que a permeabilidade intestinal modificada ¢ carateristica
fundamental dos individuos com DII, bem como dos seus familiares em primeiro grau
(Khor et al., 2011).A interface luminal ¢ constituida por uma camada simples de células
epiteliais seladas por juncdes apertadas e juncdes de adesdo. Esta camada forma uma
barreira seletiva que permite a absor¢cdo de nutrientes e limita a entrada de material
estranho proveniente do conteido luminal. Varios estudos demonstraram que o
complexo das jungdes apertadas ¢ alvo das bactérias a fim de aumentar a

permeabilidade epitelial nas infecdes intestinais agudas (Rosenstiel et al., 2009).

O epitélio intestinal ¢ uma monocamada constituida por quatro diferentes tipos de
células epiteliais: células colunares, células de Paneth, células caliciformes e células
neuroenddcrinas, todas derivadas de células estaminais totipotentes (Gersemann et al.,

2012, Leedham et al., 2005).

As células colunares sdo as mais abundantes no epitélio intestinal e sdo cobertas pelo
glicocdlice, formando uma camada pegajosa que previne a invasdo da mucosa pelos
microrganismos do lumen (Figura 3). Além disso, as células colunares produzem varios
péptidos antimicrobianos denominados defensinas, que sdo pequenos péptidos
catidnicos com atividade antimicrobiana de largo espectro contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, fungos, virus e protozoarios. As defensinas atuam abrindo
poros nas membranas microbianas o que leva a rotura das bactérias (Gersemann et al.,

2012, Papo and Shai, 2003, Roda et al., 2010, Zasloff, 2002, Zhao et al., 1996).

As defensinas podem ser dividas em o e [, sendo as [-defensinas HBDI-3
principalmente produzidas pelas células colunares e as a-defensinas HDS5 e HDG6
originadas a partir das células de Paneth. As células caliciformes também secretam

defensinas, bem como mucinas, que sdo moléculas estruturais da camada protetora de
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muco, negativamente carregada. Assim, o epitélio intestinal esta recoberto por uma
camada de defensinas cationicas fixas & camada de muco negativamente carregada,
formando a barreira inata do trato gastrointestinal (Ayabe et al., 2000, Frye et al., 2000,
Gersemann et al., 2012, Meyer-Hoffert et al., 2008, Ouellette, 2004, Shirazi et al., 2000,
Zhao et al., 1996).
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Figura 3. Barreira intestinal intacta em individuos saudéaveis

Adaptado de Gersemann, 2012

A camada de muco normal ¢ surpreendentemente pobre em bactérias devido as
defensinas, mucinas e outros péptidos antimicrobianos. No entanto, na DII a camada de
muco apresenta um elevado ntimero de bactérias, algumas das quais conseguem aderir e

invadir o epitélio (Gersemann et al., 2009).

Por outro lado a espessura da camada de muco, que normalmente varia entre
100-300pm, € mais fina, desregular e parcialmente desnudada na CU, ao contrario da
DC. Embora ndo esteja completamente esclarecido se essas mudangas no muco sao
eventos primdrios ou secundarios as infecdes, pensa-se que se devem a defeitos na
diferencia¢do das células caliciformes, uma vez que sdo as células colonicas maiores

produtoras de muco (Gersemann et al., 2009).

Na DII existe uma desregulacdo dos péptidos antimicrobianos, uma vez que a producao
de a-defensinas estd diminuida na DC ileal, as B-defensinas estdo diminuidas na DC

colodnica e a camada de muco ¢ deficiente na CU. Este conjunto de defeitos na barreira
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causa inflamacdo devido a invasdo bacteriana na mucosa, ativando entdo a imunidade

adaptativa (Gersemann et al., 2012).

a. TCF-4

O gene TCF-4, localizado no cromossoma 10g25.3, também denominado 7TCF7L2
(transcription factor 7-like 2), codifica um fator de transcri¢do da via de sinalizagdo
Wnt, responsavel pela diferenciagdo das células de Paneth e pela expressdo das

a-defensinas HD-5 ¢ HD-6 (Koslowski et al., 2009).

Modelos animais demonstraram que a redu¢do da expressdo de TCF-4 estava associada
a diminuicao das a-defensinas produzidas pelas células de Paneth, no intestino delgado

de individuos com DC (Koslowski et al., 2009).

Koslowski e colegas (2009) identificaram véarios SNPs no gene que codifica o TCF-4,
um dos quais, reference SNP (rs) 3814570 na regido do promotor, apresentava uma

forte associacdo a DC ileal e ndo a DC colénica nem a CU (Koslowski et al., 2009).

O grupo de Gersmann (2003) e o grupo de Wehkamp (2004) encontraram associagao
deste polimorfismo a mutacdo frameshift de NOD2/CARD15, no entanto, Koslowski e
colegas ndo observaram essa associacdo (Gersemann et al., 2011, Gersemann et al.,

2012, Koslowski et al., 2009, Wehkamp et al., 2005).
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de que outras moléculas associadas as células de Paneth, como a ATG16L1, estdo

geneticamente deficientes na DC (Gersemann et al., 2012).

b. PPAR-y

O recetor proliferador-activador de peroxissomas y (PPAR-y) € um recetor nuclear, que
segundo alguns autores desempenha um papel na génese da CU e da DC (Gersemann et
al., 2012, Peyrin-Biroulet et al., 2010, Yamamoto-Furusho et al., 2011, Zhang et al.,
2012).

O PPAR-y ¢ responsavel pela expressao das B-defensinas, HBD1, atuando como fator
anti-microbiano. Uma vez que a expressdo das f-defensinas se encontra reduzida na DC
coldnica, os investigadores procuraram uma justificagdo no PPAR-y. Além disso,
estudos em ratinhos com mutagdes no PPAR-y apresentavam capacidade bactericida
reduzida contra Candida albicans, Bacteroides fragilis, Enterococcus faecalis e

Escherichia coli (Gersemann et al., 2012).

Foi identificada uma mutac¢do missense no coddo 12, em que uma citosina ¢ substituida
por uma guanina, o que se traduz na alteracdo do aminoécido prolina por uma alanina

(Zhang et al., 2012).

No entanto, ao contrario dos estudos j& referidos, Zhang e colegas (2012) ndo
observaram nenhuma ligacdo deste polimorfismo com a CU nem com a DC e atribuem
a associa¢do encontrada pelos outros grupos ao baixo niimero de casos dos seus estudos

(Zhang et al., 2012).

c. Hathl, KLF4 e mucinas

Hathl e KLF4 s3o dois fatores de transcri¢do essenciais na diferenciacao das células
caliciformes, altamente induzidos na mucosa colénica saudavel. No entanto, encontram-
-se sub-expressos na CU, ao contrario da DC, o que conduz a um menor niimero de

células caliciforme e de mucinas (Gersemann et al., 2009).

Na CU, a menor a induc¢do dos fatores Hathl ¢ KLF4 manifesta-se em defeitos na

maturacdo e migracdo das células caliciformes para a superficie das criptas, uma vez
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que na parte média e base das criptas o nimero de células caliciformes ¢ semelhante a

DC, estando a diferenga confinada a parte superior das criptas (Gersemann et al., 2009).

As células caliciformes secretam os componentes do muco intestinal como fosfolipidos,
IgA e mucinas, estando estas ultimas proteinas filamentosas presentes na interface de
muitos epitélios com os seus ambientes extracelulares. As mucinas sdo divididas em
duas categorias, umas estdo ancoradas @ membrana formando o glicocdlice, e as outras

sdo as mucinas secretoras, que formam a camada de muco (Moehle et al., 2006).
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Figura 5. Defeitos na barreira intestinal inata na CU

conclusdo que todas
Adaptado de Gersemann, 2012

as mucinas t€ém um

papel protetor

intestinal (Figura 5) (Gersemann et al., 2012, Moehle et al., 2006). No entanto, Moehle
e colegas (2006) estudaram todas as mucinas e apenas provaram o carater protetor a
nivel intestinal da MUC2, que ¢ a principal mucina expressa no intestino. Na verdade,
estudos em ratinhos sem o gene MUC?2 apresentavam auséncia completa de células
caliciformes e desenvolveram CU espontanea (Moechle et al., 2006, Rosenstiel et al.,

2009, Van Der Sluis et al., 2006).

Foram identificados polimorfismos nos genes que codificam as mucinas, quer na DC
quer na CU, no entanto, uma vez que ndo ha consenso quanto a expressdo das mucinas

na DII aguardam-se novos estudos de confirmagdo (Buisine et al., 1999, Moehle et al.,

2006, Shirazi et al., 2000).

33



Suscetibilidade Genética da Doenga Inflamatoria Intestinal

Embora a quantidade de defensinas produzida na CU seja suficiente estas ndo sdo
retidas pela camada deficiente de muco, permitindo a entrada de bactérias através do

epitélio, o que induz inflamagao (Gersemann et al., 2012).

d ECMI

O gene ECMI, localizado no cromossoma 1q21.2 (brago longo do cromossoma 1,
regido 2, banda 1, sub-banda 2), codifica a glicoproteina extracelular da matriz proteica
1, expressa nos epitélios, bem como ao longo do intestino. Esta glicoproteina interage
com a membrana basal, inibindo a atividade proteolitica da metaloprotease 9 da matriz
(MMP9) e ativando, fortemente, o factor NF-kB, fundamental como imunorugulador

(Matsuda et al., 2003, Thompson and Lees, 2011).

A principal fung¢do da proteina ECM1 consiste em ser uma “super-cola biologica” que
se liga a elementos chave da substancia dérmica, regulando a bioatividade de muitos
componentes da matriz ou influenciando indiretamente a sinalizacdo das respostas do

estroma (Chan et al., 2007).

Fisher (2008) identificou 2 mutagdes missense associadas a CU no gene ECMI. A
mutag¢do 7/30M consiste, a nivel nucleotideo, na substituicio de uma citosina por uma
timina, o que se traduz, a nivel proteico, na substituicdo do aminodcido triptofano da
posi¢do 130 por uma metionina (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). A outra mutacdo,
G290S, consiste na substituicdo de um guanina por uma adenina, o que se traduz na

alteracdo de uma glicina na posicao 290 por uma serina (Fisher et al., 2008).

A maior parte das mutagdes neste gene estdo associadas a lipoidoproteinose, ou doenga
de Urbach-Wiethe, caraterizada por uma diminui¢do generalizada da espessura da pele,

mucosas e de algumas visceras (Fisher et al., 2008).

A expressdo do ECM1 ¢ influenciada pela via de transdug@o de sinal Wnt/B-catenina, A
sua desregulagdo foi relacionada com a patogénese de tumores nas glandulas mamarias,
colon e outros tecidos, incluindo a pele. Além disso, foi observada a sobre-expressao do
gene em metéstases o que indica um papel importante nas interagdes epitélio-estroma

(Chan et al., 2007).
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Anderson (2009) provou que as mutacdes no gene ECMI apenas conferem
suscetibilidade para a CU e nao para a DC (Anderson et al., 2009, Thompson and Lees,
2011).

e. HNF4A4

O gene HNF4A, localizado no cromossoma 20ql3, codifica o fator de transcrigdo
nuclear de hepatocitos, que regula os varios componentes dos trés principais tipos das
jungdes célula-célula: jungdes aderentes, jungdes apertadas e desmossomas. Estas
jungdes sdo fundamentais quer na organizacdo do epitélio quer no desempenho da sua
funcdo de barreira. Além disso, o HNF4A tem um papel fundamental no

desenvolvimento embrionario do trato gastrointestinal dos mamiferos (Barrett et al.,

2009)

Investigadores geraram ratinhos deficientes no gene HNF4A, o que se traduziu em
mortalidade neonatal precoce. Ao observarem o c6lon desses ratinhos constataram uma
reducdo no nimero das células epiteliais e das células caliciformes, o que se traduziu
também na maturacdo defeituosa dos granulos de muco (Barrett et al., 2009, Thompson

and Lees, 2011).

Ahn (2008), apds observar uma menor expressio de HNF4A em doentes com DII,
desenvolveu um modelo de ratos com sub-expressdo de HNF4A, tendo constatado um
aumento da permeabilidade intestinal nesses ratos (Ahn et al., 2008). Pelo contrario,
Noble e colegas (2008), defendem que o gene HNF4A estd sobre-expresso na CU.
Segundo Thompson (2011) ¢ normal que o recetor esteja induzido no célon inflamado
na tentativa de promover a integridade da mucosa e relaciona os resultados anteriores de
Ahn com um baixo ntimero de casos controlos (Noble et al., 2008, Thompson and Lees,

2011).

O SNP rs6017342 identificada por Barret e colegas como aumentando o risco para CU,
consiste no alelo de risco citosina, localizado perto de uma regido ndo codificante, pelo
que ndo se traduz em alteracdo da sequéncia proteica. Este grupo ndo encontrou
associacdo com a DC, ao contrario de outros investigadores como Ahn (2008) (Barrett

et al., 2009, Thompson and Lees, 2011).
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A identificagdo deste polimorfismo na CU vem sublinhar a importancia da quebra na

barreira epitelial na patogénese da doenga.

f CDHI

O gene CDHI, localizado no cromossoma 16q22, codifica a E-caderina, uma
glicoproteina transmembranar, componente fundamental das jun¢des de adesdo e

promotora chave da adesao no epitélio intestinal (Barrett et al., 2009).

As juncdes de adesdo e as juncdes apertadas formam o complexo de juncdo apical
(CJA), principal responsavel pela fun¢do de barreira intestinal. Segundo alguns autores,
o aumento da permeabilidade na mucosa, observada nos doentes com DII, deve-se a

defeitos nesse complexo (Thompson and Lees, 2011).

A expressdo da E-caderina sofre mudancas compensatorias, uma vez que € necessario
uma sub-expressao nas areas ulceradas, a fim de permitir a migracao de células que vao
recobrir as zonas com perda epitelial, processo facilitado pela diminui¢do da adesdo
celular (Dogan et al., 1995, Thompson and Lees, 2011). Por outro lado, uma sobre
expressdao promove a estabilidade do epitélio (Dogan et al., 1995). Daqui se subentende
o papel fundamental da E-caderina na reparacdo do epitélio apds dano da mucosa
(Barrett et al., 2009). Karayiannakis e colegas (1998) observaram diminui¢do da
expressdo de E-caderina nos pacientes com CU ativa, nas margens das areas ulceradas

(Barrett et al., 2009, Karayiannakis et al., 1998).

Alguns estudos apontam para uma cooperacdo entre o CDHI e o HNF4A para a
manuten¢do da integridade da barreira epitelial do intestino, o que foi observado em
ratinhos Knockout sem o gene HNF4A, que ndo eram capazes de expressar E-caderina.
Outras experiéncias demonstraram que a quantidade e capacidade de ligagdo do HNF4A
desempenha um papel importante nos contatos célula-célula dependentes da E-caderina.
Além disso, ambos influenciam a expressdo de outros genes como a APOA4, que
codifica uma proteina anti-inflamatoéria inibidora da colite experimental (Thompson and

Lees, 2011).

A ligagdo entre a E-caderina e a colite foi observada em estudos com ratinhos
quiméricos, que apresentavam sub-expressdo da proteina, os quais desenvolveram

colite, apesar de possuirem um sistema imune intacto (Thompson and Lees, 2011).
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A atividade da E-caderina pode ser perturbada por microorganismos, como a Candida
albicans e Bacteroides fragilis, pois t€ém capacidade de clivar a proteina, perturbando as

jungdes aderentes que suportam a barreira epitelial (Thompson and Lees, 2011).

A mutagdo neste gene associada a CU foi identificada por Barret e colegas como SNP
rs1728785, consiste na substitui¢do de uma adenina por uma guanina (alelo de risco)
num intrdo, pelo que ndo altera a sequéncia proteica (Barrett et al., 2009)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). Este grupo ndo encontrou associa¢do com a DC.
Pelo contrario, um estudo in vitro do Canada verificou que a presengca de DC com a
mutacdo no gene CDH1 conduziu a obtencdo da proteina E-caderina truncada, que se
acumulava no citoplasma destabilizando a arquitetura epitelial (Barrett et al., 2009,

Khor et al., 2011, Muise et al., 2009, Thompson and Lees, 2011).

Barret e colegas identificaram a E-caderina como a primeira correlagdo genética entre
CU e cancro colo-rectal, o qual ¢ uma complicagdo tardia da CU, em fun¢do da

extensdo e duragao da doenga (Barrett et al., 2009).

g LAMBI

O gene LAMBI, localizado no cromossoma 7q31, codifica a sub-unidade B1, uma
cadeia leve, segundo Barret (2009) presente nas lamininas 1, 2 e 10. As lamininas,
heterotrimeros, sdo as glicoproteinas mais abundantes na membrana basal do intestino e
sdo secretadas, localmente, por células epiteliais, células parenquimatosas e células
fibroblasticas. Tém como fun¢do formar a lamina basal, ancorando a monocamada
epitelial, e promover a diferenciacdo dos enterocitos humanos (Barrett et al., 2009,
Bouatrouss et al., 2000, Schmehl et al., 2000). As lamininas interagem com as

integrinas para criar um sistema de adesdo celular no epitélio intestinal (Thompson and

Lees, 2011).

Schmehl e colegas (2000) observaram tecidos coldnicos de doentes com UC tendo
constado défice de laminina apenas nos tecidos inflamados, na CU ativa. Além disso,
apresentavam acumula¢do de colagénio tipo IV e V o que, juntamente com a auséncia
de laminina, conduziu a alteracdo da estrutura tridimensional da membrana basal do

epitélio coldnico (Barrett et al., 2009, Schmehl et al., 2000, Thompson and Lees, 2011).
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A mutagdo neste gene associada a CU foi confirmada por Barret e colegas, apos
sugestdo de um estudo GWAS Norte-Americano prévio. O SNP identificado como
rs886774 consiste na substitui¢do de uma adenina por uma guanina conduzindo a sub-
-expressdo de lamininas na CU. Este grupo ndo encontrou associacdo com a DC. No
entanto, estudos prévios associaram défice da laminina-2 e aumento das laminias-1 e 5
nas criptas ileais, na DC (Bouatrouss et al., 2000). Segundo Francouer (2004) a
alteracdo da expressdo das lamininas deve-se a agdo de citoquinas pro-inflamatorias,

como o TNF-a e o IFN-y (Francoeur et al., 2004).

h. GNAI2

O gene GNA12, presente no cromossoma 7p22, codifica a proteina Gal12, uma GTPase
associada a membrana implicada na ligacdo entre as juncgdes apertadas (tight junctions,

TJ) e as células epiteliais (Anderson et al., 2011, Sabath et al., 2008).

As proteinas G sdao uma familia de proteinas de ligagdo ao nucledtido guanina com
varias funcdes conhecidas, nomeadamente ser intermediarias de hormonas,
neurotransmissores ou estimulos sensoriais, através da ligagdo do seu recetor
transmembranar a varios efetores como enzimas e canais. As proteinas desta familia sdo
heterotriméricas, ou seja, sdo constituidas por trés sub-unidades, a, B, v, sendo a sub-

-unidade a fundamental para determinar as suas propriedades (Offermanns, 2001).

A familia da Gal2/13 regula a formagdo de fibras de stresse e desempenha outras
fungdes celulares cruciais em diferentes vias. Varios estudos descreveram as sub-
-unidades Go, incluindo a Gal2, localizadas no epitélio celular das TJ, implicando-as

na regulacdo da fun¢do de barreira e na formacao das TJ (Sabath et al., 2008).

Sabath e colegas (2008) apresentam a Ga.12 como uma reguladora negativa da formacao
das TJ, uma vez que quando ativada conduz a destabilizag@o da estrutura e fungdes das

TJ (Sabath et al., 2008).

Os estudos de Sabath e colegas (2008) referem que a ativagdo da proteina Gal2 conduz
a perda de todos os aspetos da seletividade paracelular, nomeadamente em relacdo as
cargas (catides sobre anides), quanto a seletividade para os ides mais hidratados e, por

ultimo, em relagdo ao tamanho perde a seletividade para pequenos catides inorganicos.
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Estas alteragdes induzem a abertura de grandes poros hidratados ndo seletivos (Sabath et

al., 2008).

Anderson e colegas (2011) identificaram o SNP rs798502 num intrdo do gene GNA12
associado a CU, sendo a adenina o alelo de risco. Mais uma vez se confirma a ligagao

entre a desregulagdo da barreira epitelial e a patogénese da CU (Anderson et al., 2011,

Khor et al., 2011).
iii. Autofagia

A autofagia ¢ um processo que recicla os componentes do contetido celular (organelos,
corpos apoptdticos, entre outros), entregando-os em vesiculas aos lisossomas. (Cadwell
et al., 2008, Levine and Kroemer, 2008). Desempenha ainda a importante fung¢do de
contribuir para a resisténcia a infecdes através da remocdo intracelular de
microrganismos, pelo que exerce um papel chave na homeostasia celular e tecidular

(Khor et al., 2011).

Os genes ligados a autofagia que apresentam risco aumentado de DC sdo 0 ATGI6L1,

ATGS, IRGM.

Estudos cientificos referem que o NOD2, estimulado pelo MDP, ativa a autofagia. No
entanto, as células epiteliais e dendriticas que contém as variantes de NOD2 e
ATGMI16L1 associadas a DC apresentam defeitos na autofagia bacteriana (Khor et al.,
2011). Nas células dendriticas, esses defeitos estdo relacionados com a incapacidade de
apresentagio de antigénios exdgenos as células T CD4". Estes resultados demonstram a
ligagdo entre NOD2, ATGI6L1 e autofagia, o que afeta a comunicagdo com a
imunidade adaptativa, sugerindo que os polimorfismos genéticos afetam,

simultaneamente, ambas as vias. (Cooney et al., 2010, Khor et al., 2011).
a. ATGI6L1 e ATGS

O gene ATGI6LI (autophagy-related protein 16-1), localizado no cromossoma 2q37.1
codifica a proteina da autofagia ATG16L1 envolvida, como o seu nome indica, na
autofagia (Lee, 2011). Esta proteina ¢ responsavel pela formag¢do do fagossoma e

correta localizacdo intracelular da maquinaria fagocitaria (Cadwell et al., 2008).
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Tanto a proteina ATG16L1 como a ATGS, outra proteina essencial para a autofagia, sdo
seletivamente importantes para a biologia das células de Paneth. Estas células sdo
especializadas na secrecdo de granulos contendo péptidos antimicrobianos e outras

proteinas que alteram o meio intestinal (Cadwell et al., 2008, Ouellette, 2006).

O polimorfismo rs 2241880 encontrado neste gene, que aumenta a suscetibilidade para a
DC representa uma mutagdo missense, em que uma adenina € substituida por uma
guanina, o que se traduz na alteracdo do aminodacido treonina da posi¢ao 300 por uma
alanina (73004). Hampe e colegas (2007) verificaram que a frequéncia do alelo G
(guanina) deste SNP em individuos com CU era idéntica a dos controlos, pelo que
excluiram associagdo com CU (Hampe et al., 2007). O dominio da proteina alterado
pela mutacdo faz parte do fagossoma mas desconhece-se 0 mecanismo concreto que

conduz a suscetibilidade para a DC (Cadwell et al., 2008).

Apesar da expressdo ubiquitdria deste gene, os polimorfismos limitam-se ao intestino,
provavelmente relacionados com o aumento da carga microbiana nesse local (Khor et

al.,, 2011)

Cadwell e colegas (2008) manipularam geneticamente ratinhos a fim de apresentarem
hipomorfismo (mutacdo que reduz mas ndo anula a expressdo de um gene) do gene
ATGI6LI. As células de Paneth provenientes desses ratos apresentavam aberragdes
semelhantes as encontradas nos individuos com DC e com a variante 73004 do gene
ATGI6LI, ou seja, defeitos no tamanho dos granulos, no seu nimero, localizagdo
(ausentes nas microvilosidades) e diminui¢do da secrecdo de péptidos antimicrobianos
endogenos. No entanto, surpreendentemente, revelaram sobre-expressdo de genes
envolvidos na regulagdo da resposta ao dano celular, entre os quais reagentes de fase
aguda e duas adipocitocinas, leptina e adiponectina, que também se encontravam
aumentadas em pacientes com DC (Cadwell et al., 2008, Yamamoto et al., 2005). Os
ratinhos manipulados com delecdo de ATGS5 apresentavam aberragdes nas células de
Paneth semelhantes as dos ratinhos com hipormorfismo de A7G16L1, sem alteragdes
noutras células epiteliais. E interessante verificar que estes ratinhos com o
hipomorfismo de ATGI6LI, com flora intestinal intacta, ndo apresentavam a partida
defeitos nas células de Paneth, tendo aparecido apods serem infetados com norovirus, o
que demonstra a importancia da relagdo hospedeiro-microrganismo na patogénese da

DII (Cadwell et al., 2008).
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b. IRGM

O gene IRGM (immunity-related GTPase family member, M), localizado no
cromossoma 5g33.1 codifica uma proteina da autofagia com um papel importante na
imunidade inata contra patogénicos intracelulares como Mycobacterium tuberculosis,
Salmonella typhimurium e Escherichia coli aderente-invasiva (adherent-invasive
Escherichia coli, AIEC) associada a DC. Embora o mecanismo da regulagdo deste gene
ndo esteja completamente esclarecido, sabe-se que a eficiéncia do processo de autofagia

depende de um limiar critico de IRGM (Brest et al., 2011)

O SNP rs 10065172 do gene IRGM, associado ao risco aumentado para a DC, consiste
numa dele¢do ndo causativa, uma vez que ndo altera a sequéncia proteica, pelo que a
substitui¢do de uma citosina por uma timina ndo conduz a alteragdo no aminoécido
leucina na posi¢do 313. No entanto, a variante ¢.3/37, com o alelo timina, apresenta
risco aumentado para a DC e a variante ¢.3/3C ¢é protetora. Brest e colegas (2011)
observaram que a expressdao de IRGM ¢ influenciada por uma familia de micro-RNAs

(mi-RNA), miR-196 (Brest et al., 2011).

Os mi-RNA s3o uma classe de pequenos RNAs endogenos, com um papel chave na
regulacdo da expressdo genética em plantas e animais. Atuam como silenciadores pds-
-transcricionais, inibindo a tradu¢do de RNAs mensageiros-alvo. A expressdo andmala

dos mi-RNA tem sido associada com diferentes patologias (Ricarte Filho and Kimura,

2006).

O miR-196 esta sobre expresso no epitélio intestinal inflamado na DC o que induz a
diminui¢do da variante protetora de /RGM, c¢.313C mas ndo da variante de risco, ¢.313T.
Na experiéncia do grupo de Brest (2011) observaram que essa desregulacdo na
expressio de IRGM afeta a eficicia do processo de autofagia para controlo da

replicagdo celular da AIEC associada a DC (Brest et al., 2011, Khor et al., 2011).

5. Imunidade Adaptativa

i. Via de sinalizacdo da IL-23 na diferenciacdo dos linfécitos Th17

Diversos estudos associaram variantes de genes pertencentes a via da IL-23 com

aumento de suscetibilidade para a DC e para a CU, tais como o recetor da interleucina
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23 (IL-23R), a IL-12B, a tirosina-quinase 2 (TYK2), a Janus quinase 2 (JAK2), o
transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3 (STAT3), o recetor tipo 6 ligado as
quimiocinas CC (CCR6) e o ligando indutor e co-estimulador das células T (ICOS-L)
(Lee, 2011).

A interleucina 23 ¢ uma importante citocina no desenvolvimento e manutencdo das
células Th17 (Lee, 2011). E uma proteina heterodimérica constituida por duas sub-
-unidades, a p40, partilhada com a IL-12, ¢ a pl9 (Figura 6). E produzida
principalmente pelas células dendriticas, monécitos e macrofagos e atua através do
complexo do recetor heterodimérico, que consiste na subunidade tnica do recetor da
interleucina-23, IL-23R, e uma subunidade compartilhada com o recetor da IL-12,

IL-12Rp (Di Meglio and Nestle, 2010).

A atividade pro-inflamatéria da I1L-23 traduz-
-se no desenvolvimento das  células IL-23

IL-23p19 IL-12p40
inflamatérias T CD4+, Thl7, caraterizadas

pela producdo de IL-17, IL-6 e TNF-a, IL-23R IL-12Rp1
associadas a inflamacdo dos tecidos. Além do
efeito sobre as células T, a IL-23 também atua
na imunidade inata, induzindo a produgdo de
citoquinas inflamatérias, como a IL-1, IL-6,
TNF- o pelos monocitos e macrofagos (Hue et IL-23 receptor complex
al., 2006). Segundo alguns autores o papel da

IL-23 ¢ dispensavel nas primeiras fases de  Figura 6. Esquema representativo da
diferenciagio das células Thl17 a partir de  estrutura do complexo IL23/IL23R
células T naive, no entanto, ¢ fundamental para Adaptado de

a fase final de diferenciacdo e manutencdo Di Meglio and Nestle, 2010

(Bettelli et al., 2008, Di Meglio et al., 2011).

A ligacdo da IL-23 ao seu recetor ativa a via de sinalizacdo JAK-STAT, através da
fosforilacdo do JAK2 seguida da homodimerizacdo do STAT3. O homodimero-STAT3
dirige-se, entdo, para o nlicleo onde exerce os seus efeitos na transcricao de varios genes

(Van Limbergen et al., 2009).
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A expressao aumentada de IL-23 e Th17 na DC ja foi demonstrada por varios estudos

(Fujino et al., 2003, Holtta et al., 2008, Van Limbergen et al., 2009).

a. IL-23R

O gene que codifica o recetor da interleucina, IL-23R, localiza-se no cromossoma 1p31.
A IL23R foi inicialmente associada a DC, tendo-se mais tarde concluido que também

estava associada a suscetibilidade para a CU (Thompson and Lees, 2011).

De entre os varios polimorfismos identificados relacionados com a DC, o que apresenta
mais forte associagdo (rs11209026) ¢ um polimorfismo protetor, no exdo 9, que codifica
uma regido transmembranar da IL-23R (Duerr et al., 2006, Tremelling et al., 2007, Van
Wanrooij et al.,, 2012). A variante obtida, Arg381Gin (ou R381(Q), consiste numa
mutagdo missense, uma vez que uma guanina ¢ substituida por uma adenina, o que se
traduz na alteragdo do aminodcido arginina da posicdo 381 por uma glutamina (Di
Meglio et al., 2011, Duerr et al., 2006) (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP). O alelo protetor
A (adenina) causa splicing alternativo, movendo o coddo stop, o que se traduz na
eliminagdo do dominio transmembranar da proteina. A proteina solivel resultante,
denominada delta-9, liga-se a IL-23, retirando-a de circulagdo e inibindo o
desenvolvimento e a fungdo das células Th17, que sdo patogénicas na DII. Uma vez que
esta variante confere uma forte protecdo contra a DC estdo a ser desenvolvidos estudos

a fim de usar a proteina delta-9 como arma terapéutica (Lees et al., 2011, Yu, 2010).

Di Meglio (2011) e colegas relataram que a variante protetora ndo tem efeito na
quantidade e atividade das células Th17 mas sim na fun¢do efetora, uma vez que
observaram diminui¢do da producdo da citoquina pré-inflamatoria IL-17A pelas células

Th17 com o alelo A, ap6s estimulagdo pela IL-23.

De entre os oito polimorfismos da IL23R testados por Tremelling (2007), todos
apresentaram associa¢do significativa com a DC e alguns com a CU. Tremelling
confirmou que a variante protetora Arg380GIn apresenta maior associagdo com a DC, e
o alelo wt, G, apresenta risco aumentado de DC. O SNP com maior risco associado a
DC foi 0 rs10889677, localizado na regido nao codificante 3’UTR (untranslated region)
em que uma citosina ¢ substituida por uma adenina (Tremelling et al., 2007). Van

Wanrooij (2012) e colegas demonstraram que o alelo de risco aumenta os niveis de
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IL-23R mRNA e da proteina, o que pode estar associado a perda de capacidade de
ligagdo dos microRNAs regulatérios Let7e e Let7f, explicando assim as diferencas

observadas (Van Wanrooij et al., 2012, Zwiers et al., 2012).

Segundo Tremelling (2007), o polimorfismo com associa¢do mais significativa a CU ¢ o
rs1004819, localizado num intrdo, sendo o alelo de risco uma timina, seguido do rs
10889677, em que uma citosina ¢ substituida por uma adenina, que ¢ o alelo de risco. A
associagdo entre o alelo A da mutagdo Arg380Gin e a CU foi marginal, embora seja
protetora ndo tem grande significado estatistico. Os resultados de Tremelling sdo

semelhantes aos resultados de outros grupos, como Duerr e colegas (Duerr et al., 2006).
b. JAK2 e STAT3

O gene JAK?2, localizado no cromossoma 9p24 codifica o recetor proximal da IL-23,
Janus quinase 2, componente importante da via de sinalizagdo de numerosas citoquinas

(Lee, 2011, Polgar et al., 2012).

A via JAK-STAT esta envolvida na patogénese quer da DC, quer da CU. Esta via
desempenha um papel fundamental na transmissdo de sinal desde os recetores
localizados a superficie da célula até ao nucleo, onde modifica a transcricdo de varios
genes. JAK2 e STAT3 desempenham um papel fundamental na sinalizagdo da IL23R e
o STAT tem ainda um papel chave na maturagdo das células T CD4" naive até Thl7,
que conduzem a inflamagdo na DII. Além disso, tém um papel critico nas vias de
transducdo de sinal de varias citoquinas como a IL6, 10, 17, 21, 22 e IL23 (Abraham
and Cho, 2009, Anderson et al., 2009, Polgar et al., 2012, Yang et al., 2007).

Polgar (2012) estudou o polimorfismo rs10758669, alelo de risco C, ja descrito por
outros investigadores. No seu estudo ndo observou relevancia estatistica que sugerisse
suscetibilidade para a DC nem para a CU (Polgar et al., 2012). Estes resultados vao de

encontro as observagdes do grupo de Ferguson (2010) (Ferguson et al., 2010).

Anderson (2009) investigou o mesmo SNP, tendo observado associagdo significativa
com a DC e com a CU (Anderson et al., 2009). Num estudo seguinte, Anderson (2011)
confirmou a suscetibilidade desta variante para a CU e para a DC (Anderson et al.,

2011).
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Barret (2009) estudou outro polimorfismo, rs10974914, cujo alelo de risco ¢ uma
guanina, o qual aumenta a suscetibilidade quer para a DC quer para a CU (Barrett et al.,

2009).

Quanto ao gene STATS3, localiza-se no cromossoma 17q21 e codifica o transdutor de
sinal e ativador de transcri¢do 3 (STAT3). Este fator de transcri¢do ¢ fosforilado pelo
JAK2, sendo um importante componente da cascata de sinalizagdo de vérias citoquinas,

como ja foi referido (Lee, 2011).

Polgar (2012) estudou o polimorfismo rs744166, com o alelo de risco T (timina), tendo
encontrado uma forte associacdo com CU nos individuos homozigéticos para o alelo T.
Este SNP ndao demonstrou significado estatistico na DC. Estes resultados vdo ao

encontro das observacdes de Franke (2008). (Franke et al., 2008a, Polgar et al., 2012).

Sato e colegas identificaram um polimorfismo apenas associado a DC, rs2293152 (Sato

et al., 2009)

Ao avaliar os resultados do seu estudo do ponto de vista das interagdes genéticas, Polgar
(2012) concluiu que alelos de risco identificados no gene JAK2 (rs10758669) e STAT3
(rs744166) contribuem para a suscetibilidade para a DC quando combinados. Por outro
lado, as variantes de JAK2 mostram uma tendéncia para a CU quando combinadas com
o STAT3 wt. Estas observacdes pdem a tonica na importancia das interagdes genéticas

para compreender o desenvolvimento da DII. (Polgar et al., 2012).

c. CCR6

O gene CCR6, localizado no cromossoma 6q27, codifica um recetor tipo 6 ligado as

quimiocinas CC, acoplado a proteina G (CCR6) (Lee, 2011).

As quimiocinas sdo citoquinas quimiotaticas de baixo peso molecular, sendo CC a
subfamilia que apresenta os 2 residuos de cisteina adjacentes. Os recetores das
quimiocinas pertencem a grande familia dos recetores acoplados a proteina G e
reconhecem quase exclusivamente apenas uma subfamilia. A maior parte das
quimiocinas desta familia ativa mondcitos, linfocitos, eosinofilos e basofilos,
desempenhando um papel importante na inflamacdo cronica e processos alérgicos

(Guerreiro et al., 2011).

45



Suscetibilidade Genética da Doenga Inflamatoria Intestinal

O CCR6 ¢ o tnico recetor conhecido da quimiocina CCL20, também denominada
macrophage inflamatory protein 3a (MIP-3a), que se expressa em linfocitos T e B,
células dendriticas imaturas, monocitos, neutrofilos, eosindfilos e células NK. A
quimiocina CCL20 ¢ produzida por macroéfagos ativados, células dendriticas e células
endoteliais e leva a chamada de céalcio e a quimiotaxia (Guerreiro et al., 2011). As
células epiteliais colonicas secretam CCL20 em resposta a IL-17, a fim de recrutar

c¢lulas Th17 (Lee et al., 2008, Van Limbergen et al., 2009).

Aquando da inflamagdo epitelial esta proteina desempenha um papel essencial na
migracdo de células dendriticas e células T especificamente para os tecidos (Polgar et
al., 2012, Vanbervliet et al., 2002). Também contribui para a diferencia¢do das células

B (Van Limbergen et al., 2009).

Polgar (2012) estudou o polimorfismo rs2301436 tendo concluido que aumenta a
suscetibilidade para a CU e ndo para a DC, apenas nos individuos homozigoticos para o

alelo A (adenina) (Polgar et al., 2012).

Anderson (2009) estudou o SNP rs7749278, cujo alelo de risco ¢ uma timina, tendo

encontrado associagdo com a DC e ndo com a CU (Anderson et al., 2009).

d. ICOSLG

O gene ICOSLG, localizado no cromossoma 21q22, codifica o ligando indutor e co-
-estimulador das células T (ICOS) (Anderson et al., 2009). Esta ¢ uma molécula co-
-estimuladora expressa nas células epiteliais do intestino e outros tecidos, com um papel
importante na apresentagdo de antigénios e na regulacdo de linfocitos T da mucosa

(Nakazawa et al., 2004, Van Limbergen et al., 2009).

Na ativagao das células T naive sdo necessarios dois sinais para o funcionamento 6timo
das APC. O primeiro ¢ providenciado pelo reconhecimento especifico do antigénio
através da interacdo do complexo major de histocompatibilidade (MHC) com o recetor
das células T, (TCR-CD3). O segundo ¢ um sinal conduzido por moléculas co-
-estimuladoras expressas nas APC. A auséncia deste estimulo pode conduzir a falta de
resposta ou, inclusivamente, a apoptose. O ICOS ¢ um co-estimulador, membro da
familia CD28, rapidamente induzido nas células T apods ligagdo entre as células T e as

APC, levando a proliferagdo das células T e a hipersecrecdo das citoquinas IL-4, IL-10 e
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IFN-y, e a hipossecre¢do de IL-2. O ICOS ¢ sobre expresso nas células Th2 e sub-
-expresso nas Thl de ratinhos. O ligando do ICOS, ICOSLG (também chamado de B7h,
B7RP-1, LICOS, B7-H2) ¢ constitutivamente expresso nas células B e nos monocitos e
¢ induzido nas células ndo-linfoides pela citoquina inflamatéria TNF-a (Lenschow et

al., 1996, Sato et al., 2004).

Sato e colegas (2004) pesquisaram a presen¢ca de ICOSLG na mucosa intestinal de
doentes com DII, tendo concluido que estava sobre expresso nas células B e nos

macrdofagos da mucosa inflamada (Sato et al., 2004).

Anderson (2009) estudou o polimorfismo rs762421, cujo alelo de risco ¢ uma guanina,
o qual aumenta a suscetibilidade para a DC mas ndo apresenta associagdo significativa
com a CU (Anderson et al., 2009). Num estudo seguinte, Anderson (2011) identificou
outro polimorfismo no gene ICOSLG, 152838519, cujo alelo de risco também ¢ uma
guanina, mas esta variavel aumenta a suscetibilidade para CU e para DC (Anderson et

al.,, 2011)

e. TYK2

O gene TYK2, localizado no cromossoma 19pl13, codifica a tirosina quinase 2,
importante componente da via de sinalizacdo da IL-23 e da sinalizagdo de outras

citoquinas (Lee, 2011).

As tirosinas quinases sdo responsaveis pela fosforilacio e modelacdo da atividade
enzimatica. Consoante a sua organizagao celular estdo divididas em moléculas recetoras
e ndo-recetoras, estas ultimas com localizagdo citoplasmatica. TYK2 ¢ uma tirosina

quinase ndo-recetora, que pertence a familia da Janus quinase (JAK) (Avila, 2010).

A maior parte das citoquinas transduzem os seus sinais através das quinases da familia
JAK, que estdo constitutivamente associadas a recetores de citoquinas. Nos mamiferos
foram descritas quatro proteinas JAK: JAK 1, JAK2, JAK3 e TYK2. Quando as
citoquinas se ligam ao seu recetor especifico na superficie da célula, os recetores JAK
associados sdo ativados e fosforilam quer os recetores das citoquinas quer os recetores
JAK vizinhos e também os STAT que entretanto se ligaram. O STAT dimeriza apds
fosforilacdo o que lhe permite translocar-se para o nucleo, onde ativa diferentes genes

(Minegishi et al., 2006).
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O TYK2 localiza-se na subunidade B1 do recetor da IL-12, IL12RBI1, e na gp130 do
recetor da IL-6, IL6R. Quando a IL-23 se ligar ao seu recetor, composto pelo IL23R e
IL12RB1, JAK ¢ induzido no IL23R e TYK2 ¢ induzido no IL12RBI1, o que resulta na
inducdo, fosforilacdo, homodimerizagao e translocagcdo para o nucleo do STAT. Este,
por acdo da IL-23, induz a producdo de IL-17, citoquina pro-inflamatéria das células
NK e células T NK, TCD4+ e TCD8+. Esta cascata de sinalizacdo desempenha também
um papel importante na diferenciagdo das células CD4+ naive em células Th17, que
produzem IL-17A, IL-17F e IL-22, envolvidas na primeira linha de defesa através do

controlo da resposta imune (Sato et al., 2009).

Sato e colegas (2009) estudaram 2 SNPs que aumentam a suscetibilidade para a DC,
rs280519, homozigoticos AA e rs2304256, homozigdticos CC. O grupo de Sato
designou estes dois SNP como haplotipo 1 (Hapl) e observaram que aumentava o risco
de DC. Além disso, o diplotipo 1, homozigdticos Hapl/ Hap1, ainda predispunha mais
para a DC. Ao analisar as interagcdes genéticas entre o polimorfismo identificado do
STAT3, rs2293152 com o genétipo CC, que aumenta de forma independente a DC, e o
diplotipo Hapl/Hapl, o risco para DC ¢ exponenciado. Estes polimorfismos afetam a
eficiéncia de via da IL-23/IL23R, pelo que se pensa que conduz a perpetuagdao da
inflamagdo intestinal, resultando no despoletar ou no desenvolvimento de DC. A
combinag¢do destes SNP pode vir a ser um biomarcador para identificar individuos com

alto risco de desenvolver DC e futuramente, um alvo terapéutico (Sato et al., 2009).

ii. Orquestragao da resposta imune secundaria

a. IL-10 e IL10R

O gene da IL-10 localiza-se no cromossoma 1q32.1 e codifica a IL-10, uma citoquina
imunosupressora. A IL-10 atua através das vias de sinalizagdo mediadas pelo STAT3 e

MAPK para desenvolver mecanismos anti-inflamatorios supressores de citoquinas

(Franke et al., 2008b).

A IL-10 restringe respostas imunitirias excessivas. E libertada por uma grande
variedade de células, tendo efeitos pleotropicos sobre células T, B, mieloides, entre
outras. Quando libertada pelas células Th2 inibe a secrecdo das citoquinas Thl, tal
como a IL-2 e o IFN-y. Além disso, limita a secrecdo de outras citoquinas pro-

-inflamatérias como a IL-12 e o TNF-a (Glocker et al., 2009).
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O grupo de Franke (2008) identificou varios SNP no gene /L-10, sendo o rs3024505 o

que obteve maior significado estatistico (Franke et al., 2008b).

Franke e colegas observaram que ratinhos sem o gene /L-10 desenvolviam colite
espontanea, provavelmente devido a falta de regulacdo anti-inflamatéria face a flora
comensal. Além disso, a administra¢ao de IL-10 a individuos com CU tem demonstrado
efeitos clinicos positivos. Assim, defendem que defeitos na funcdo da IL-10 tém um

papel central na patogénese da CU, sem associa¢ao com a DC (Franke et al., 2008b).

O recetor da IL-10, IL10R, ¢ formado por duas moléculas a, IL10R1, e duas moléculas
B, IL10R2. Embora a IL10R1 seja especifica da IL10, a IL10R2 ¢ partilhada com varios
recetores de citoquinas, como IL22R e IL26R. A junc¢do deste heterotetramero conduz a
ativagdo de recetores associados a Janus tirosina quinase, JAK1 e TIK2, que resulta na
fosforilacio do STAT3 e induz os genes dependentes do STAT3. Ratinhos com
deficiéncia na IL-10 ou na IL10R2 apresentaram enterocolite grave, o que demonstra o

papel fundamental da IL-10 no controlo da inflamagao intestinal (Glocker et al., 2009).

O gene ILIORA codifica a proteina IL1I0R1 e o gene ILIORB a proteina IL10R2.
Glocker e colegas (2009) identificaram trés mutagdes homozigoéticas, uma no gene

IL10RB e duas no gene IL10RA (Glocker et al., 2009).

No IL10RB identificaram

Protein
uma mutagdo nonsense, il e _
c.G4774, p.Trpl59X (ou : . ¢

W159X), em que uma e

Ribosome

guanina ¢ substituida por

Amino Acids Ala lle Arg Leu Gly Tyr Ser Ala Cys Tyr His Val Ala lle Arg -
deni amlc'?dh;:\f_LJ_LJ_J_LJ_LJ_J__LLJ_LL
uma adenina no mRNA . IGCLJAUAJAGGCLNGGUIUACJAGU]GCAUCC!UACICAdGJpJGctlAUAJCCd Proteln

5 codons

nucleotido 477, o que se

with a Nonsense mutation yields a different protein

traduz a nivel proteico Amino Acids —— Ala lle Arg Leu Gly Tyr Ser Ala Cysstop —»
p tRNA'fJ_J_J_J_J_J_J_J_J_J, Protein

anticodon . . .

pe]a substitui(;ﬁo de um mRNA . . IGCdAU2\]AGdCanGGU|UACIAGU|GCA|UGC1Ul.'C»‘xCGunGCUAUACCC

5" codons

Nonsense mutation

triptofano da posicao 159

por um coddo stop Figura 7. Mutacdo nonsense
prematuro (Glocker et al., Adaptado de http://www.genome.gov/glossary/
2009)_ index.ctm?id=138
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Uma mutagao nonsense (Figura 7) consiste na substituicdo de um Unico par de bases,
que conduz ao aparecimento de um coddo stop prematuro ficando a proteina mais curta

e sem atividade (Biesecker).

No gene ILI0RA identificaram duas mutagdes missense, a c.G421A, p.Glyl414rg, em
que uma guanina ¢ substituida por uma adenina no nucleoétido 421, que se traduz em
termos proteicos na substituicdo do aminodcido glicina na posi¢do 141 por uma
arginina; e a ¢.C325T,p.Thr841, em que a citosina do nucleodtido 325 ¢ substituida por
uma timina, o que se traduz na alteracdo do aminoécido treonina 84 por uma isoleucina

(Glocker et al., 2009).

As trés mutagdes apresentadas pelo grupo de Glocker podem ser encontradas em
criancas com enterocolite severa, manifestada no primeiro ano de vida. O fenotipo
comum em individuos com deficiéncias nos IL10R1 e IL10R2 ¢ a presenga de DII

severa (Glocker et al., 2009).

Glocker e colegas (2009) observaram que as variantes do recetor da IL-10 encontradas
conduziram a ativacdo indevida e prolongada das células mononucleares expostas a
particulas bacterianas, o que se traduziu no aumento do efluxo de citoquinas
inflamatorias, como o TNF-a, com consequente dano na mucosa. O transplante
alogénico de células estaminais levado a cabo pelo grupo de Glocker conduziu a

remissao da DII, mostrando-se uma abordagem muito promissora (Glocker et al., 2009).

b. IL12B

O gene que codifica a IL12B localiza-se no cromossoma 5q33, codifica a subunidade

p40 partilhada pela IL-12 e [L-23 (Lee, 2011).

A IL-12 ¢ um heterodimero constituido pela IL-12p35 (codificada pelo gene IL-124) e
pela IL-12p40 (codificada pelo gene /L-12B) (Van Wanrooij et al., 2012).

A IL-12 ¢ produzida pelas APC, células fagociticas e células B em resposta a infe¢des e
favorece a maturagdo das células T CD4+ naive em células pro-inflamatérias Thl, as
quais secretam IFN-y. Além disso, tem a capacidade de estimular a producdo de

linfocitos T citotoxicos e de células NK, bem como induzir a sua atividade citotoxica,
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ao mesmo tempo que suprime a diferenciacdo das células Th2 (Van Wanrooij et al.,

2012).

Segundo Murphy (2003), embora a IL-12 favoreca a resposta das células Thl e a
producdo de IFN-y numa fase inicial da resposta imune, numa fase tardia da inflamacao
desempenha um papel imuno-regulador quando a IL-23 estimula a inflama¢do (Murphy

et al., 2003).

Embora a IL-23 seja a citoquina chave na regula¢do do processo inflamatorio, estudos
em ratinhos modificados sem o gene da IL-23 demonstraram um aumento da produgdo
de IL-12 pelas células dendriticas do intestino em resposta a auséncia do efeito

regulatorio da IL-23, o que demonstra a sua interligagao (Siegmund and Zeitz, 2011).

Anderson (2011) e colegas identificaram polimorfismos no gene /L12B associados a DC
e a CU, o rs6871626 e 0 156556416, ambos com o alelo de risco adenina (Anderson et

al., 2011, Lee, 2011).

Noutro estudo, Anderson (2009) identificou o SNP rs10045431, com o alelo de risco
citosina, que aumenta a suscetibilidade para a CU e DC (Anderson et al., 2009,

Thompson and Lees, 2011, Van Wanrooij et al., 2012).

Dois estudos independentes, Fisher (2008) e Franke (2008) estudaram o SNP
rs6887695, com o alelo de risco C, associado a DC e CU (Fisher et al., 2008, Franke et
al., 2008a, Van Wanrooij et al., 2012).

Apesar dos polimorfismos identificados, Van Wanrooij (2012) afirma que o papel das
variagdes genéticas continua por esclarecer, pelo que defende a necessidade de novos

estudos (Van Wanrooijj et al., 2012).

c. Regido HLA

A regido do complexo major de histocompatibilidade (MHC) designada nos humanos
por antigénio humano leucocitario (HLA) localiza-se no cromossoma 6p21.3 e ¢ a area
com maior associagdo a DII. Além do NOD2/CARDI1S, esta ¢ a unica regido associada
a caracteristicas fenotipicas comprovadas, nomeadamente quanto a localizacdo da

doenca (Ahmad et al., 2006, Thompson and Lees, 2011).
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A regido do HLA esté dividida em 3 partes, as chamadas regides classicas englobam a
classe I e classe II, e existe ainda uma classe III. A regido HLA contém 224 genes, entre
0s quais estdo os genes altamente polimorficos das classes 1 e II essenciais ao

funcionamento correto dos leucocitos (Yap et al., 2004).

Existem trés tipos de moléculas do HLA da classe I, a classe mais estudada, HLA-DP,
-DQ e -DR. A nomenclatura das moléculas do HLA ¢ composta por um conjunto de
letras que sumariza o nome da molécula, da cadeia, o nimero do gene que a codifica,
um asterisco indica que se trata de uma molécula e nimero do alelo. Assim,
HLA-DRBI1*0104 corresponde ao alelo 0104 no primeiro gene da cadeia B de uma
molécula de HLA-DR (Stokkers et al., 1999).

Os genes do HLA codificam glicoproteinas da superficie celular que apresentam
péptidos modificados aos recetores das células T. As moléculas da classe I expressam-
-se em todas as células nucleadas e sdo constituidas por uma cadeia leve (codificada por
trés genes altamente polimorficos, HLA-A, HLA-B e HLA-C) ligada a f2-microglobulina
e apresentam os péptidos as células CD8+. As moléculas da classe II apenas se
expressam em cé¢lulas imunitarias especializadas e sdo constituidas por cadeias a e . De
entre os genes que codificam as cadeias a da classe II o DA e DQA sdo altamente
polimoérficos, enquanto que o DRA ¢ invaridvel. As cadeias [ sdo codificadas pelos
genes polimorficos DPSI, DOBI e DRBI. A duplicacdo de genes levou ao aparecimento
de novos genes, DRf3, 4 ¢ 5, que sdo expressos juntamente com DRa em baixos niveis
a superficie das células. As moléculas da classe II apresentam os péptidos as células T

CD4" (Ahmad et al., 2006, Yap et al., 2004).

O mecanismo através do qual os genes classicos do HLA exercem influéncia na DII ndo
estd completamente esclarecido. No entanto, pensa-se que esta relacionado com os
polimorfismos em regides localizadas no sulco de ligagdo que interage com as cadeias
laterais ou residuos de ancoragem dos péptidos. Assim, diferentes moléculas de HLA
ligam-se a diferentes péptidos dentro de uma proteina ou ligam-se ao mesmo péptido
com diferentes afinidades (Yap et al., 2004). Polimorfismos fora dos locais de ligagdo
aos péptidos podem alterar a ligacdo as células T ou a expressdo da molécula de HLA

(Stokkers et al., 1999).
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A maior parte dos estudos associa a DII a genes das classes I e II, especialmente desta
ultima. De notar que embora a regido HLA se relacione com a CU e com a DC, a maior
parte das associagdes sdo diferentes para cada uma das patologias, embora algumas

sejam comuns (Yap et al., 2004).

Apesar dos inimeros estudos acerca do complexo HLA, também denominado IBD3,
existem muitas duvidas em relacdo a esta regido do genoma e os estudos ndo sdo
conclusivos. Os investigadores pensam que se deve ao forte LD presente entre muitos
genes do HLA, aos inumeros polimorfismos que apresenta e a grande densidade

genética desta regido (Ahmad et al., 2006).

1. TNF

O gene TNF, pertence a classe III do HLA, codifica uma citoquina pro-inflamatéria que
se encontra aumentada na mucosa, soro e fezes na DII. Varios polimorfismos foram
identificados na regido do promotor do gene TNF, no entanto os estudos ndo

produziram dados consistentes (Ahmad et al., 2006, Yap et al., 2004).

Virios estudos associaram os homozigdticos TNF-857CC com risco aumentado para
DC e CU. No entanto, os estudos diferem quanto a presenca concomitante de variantes
do gene NOD2/CARDI1S, uns defendem que o TNF-857CC apenas tem relevancia na
auséncia destas variantes e outros apenas na presenga das variantes (Ahmad et al., 2006,

O'callaghan et al., 2003, Van Heel et al., 2004).

Outro estudo observou que o alelo protetor -8577 estd em LD com o DRB1*0301, o
qual segundo alguns investigadores ¢ um alelo protetor para a DC (Ahmad et al., 2006,

Ahmad et al., 2003).

Na regido do promotor do 7NF foram identificados vérios polimorfismos, uns
relacionados com a DC e outros com a CU. Relativamente a DC foi associada ao
TNF-1031C, TNF-8634 e TNF-3084 (Ahmad et al., 2006, Levine et al., 2005, Negoro
et al., 1999). Quanto ao TNF-308A4 parece estar especificamente presente na DC
colonica (Ahmad et al., 2002, Ahmad et al., 2006, Ferreira et al., 2005, Louis et al.,
2000). Alguns estudos também associaram o 7NF-3084 a CU (Ahmad et al., 2006,
Bouma et al., 1996, Sashio et al., 2002).
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2. MIC

Os genes MIC, sao uma familia de genes ndo classicos relacionada com HLA classe-I,
composta por sete membros MICA, MICB, MICC, MICD, MICE, MICF, MICG.
Localizam-se na regido do HLA, entre a classe I e IIl. Os genes MICA e MICB nao
apresentam péptidos e sdo expressos sobretudo na superficie basolateral das células do
epitélio gastrointestinal, mas também em fibroblastos, células dendriticas e endoteliais.
As proteinas MIC ligam-se ao recetor NKG2D, expresso nas células NK, CD8 ap e
macrofagos, levando a ativagdo da imunidade inata e adaptativa. A expressao das MIC ¢
regulada pelas proteinas de choque térmico (heat shock proteins, HSP) e esta aumentada

em resposta ao stresse celular, como infecdo viral ou bacteriana (Yap et al., 2004)

(Ahmad et al., 2006).

Investigadores levantaram a hipotese que os polimorfismos nas MIC induzem a ativagao
do sistema imune contribuindo desta forma para a inflama¢do descontrolada
caracteristica da DII. Estudos verificaram que a expressao de MICA estd aumentada nas
bidpsias colonicas dos individuos com DC, no entanto, o estudo dos polimorfismos do
gene MICA e dos outros genes MIC nao foram conclusivos (Ahmad et al., 2006, Yap et
al., 2004). Um estudo Japonés associou o MICA-A6 a CU, no entanto parece estar
também ligado ao alelo adjacente B*52. Investigadores Britdnicos associaram o
MICA*010 em LD com o B*1501 a DC com atingimento perianal, no entanto, este
resultado necessita de confirmag¢ao (Ahmad et al., 2002, Ahmad et al., 2006, Seki et al.,
2001).

3. HSP

Os genes que codificam as HSP localizam-se na classe 11l do HLA. As HSP expressam-
-se constitutivamente e em resposta a agentes promotores de stresse. Ligam-se a
proteinas e péptidos desenrolados, atuando como chaperonas na sua sintese,
enrolamento, montagem, translocacdo e degradacdo, quer seja durante o processo
celular normal quer seja em resposta ao stresse. Um estudo Japonés associou um
polimorfismo na HSP70-2, 41267G, a DC, no entanto estudos posteriores ndo foram

capazes de confirmar esta associacdo (Yap et al., 2004).
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III. CONCLUSAO

O conhecimento atual dos /oci de susceptibilidade da DII ndo esclareceu completamente

os mecanismos que conduzem a patogénese da doenga (Lee, 2011).

Na realidade, a andlise gendtipo-fendtipo na DII ndo tem tido progressos significativos.
Além da associagdo do NOD2 com a DC ileal estenosante/penetrante s6 alguns
polimorfismos como os da regido HLA foram capazes de identificar caracteristicas
fenotipicas, tal como a associa¢do entre 0 HLA-DRB1*0103 e a CU extensa e severa

(Lees etal., 2011).

Assim, ndo ¢ de estranhar que, apesar dos progressos na identificacdo dos loci de
susceptibilidade para a DII, estes desenvolvimentos tenham resultado num reduzido
numero de aplica¢des clinicas novas. E necessario continuar a investigar se a presenca
de determinados polimorfismos condiciona a resposta a diferentes terapéuticas, o que
podera resultar na sele¢do da terapéutica apropriada para o doente de acordo com o seu
perfil genético (Lee, 2011). Na verdade, j4 sdo usados estudos genéticos para predizer a
sensibilidade a terapéutica da DII, como a 6-mercaptopurina, e podem vir a ser Uteis na

previsdo da resposta as terapias bioldgicas (Khor et al., 2011).

Os polimorfismos genéticos identificados tém um efeito individual modesto na
predisposicao para a DII, pelo que ¢ fundamental elucidar a forma como essas varidveis
se relacionam, as interacdes gene-gene, e consequentemente como influenciam a
resposta inflamatoria (Polgar et al.,, 2012). O efeito modesto pode também estar
relacionado com a importancia de certos fatores ambientais para o desenvolvimento da
DII, tais como nutricdo, hébitos de higiene, colonizagdo com certos microrganismos
despoletadores. Na verdade, evidéncias epidemioldgicas defendem que fatores
ambientais estdo envolvidos na iniciagdo ou perpetuagdo de doengas cronica e que as
variaveis epigenéticas podem ser a peca que falta no puzzle que liga o genoma humano,
ambiente e desenvolvimento de fenotipos. Um exemplo ja referido € o dos ratinhos com
o polimorfismo ATGI6LI mantidos em ambiente germ-free ndo desenvolverem colite

espontanea até serem infetados com um virus (Renz et al., 2011).
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Apesar dos progressos no conhecimento da DII, atualmente, ainda ndo se consegue dar
recomendacdes especificas as familias com DII, no que respeita a conselhos genéticos

ou ambientais, pelo que se aguardam grandes estudos prospetivos (Nunes et al., 2011).

A descoberta dos polimorfismos associados a DC ou CU, revelou associagdo das
patologias com diferentes mecanismos. Quanto a CU os novos dados apontam para a
barreira epitelial e a via da IL10 como as mais promissoras areas de intervencao
(Thompson and Lees, 2011). Ja na DC, a inflamagao transmural do célon ¢é causada por
defeitos na imunidade inata e no acesso das bactérias as camadas mais profundas da
parede intestinal (Parkes, 2012). Assim, ¢ necessario um maior esclarecimento destes

mecanismos para atuar precocemente.

Investigadores defendem a importancia de aumentar o tamanho das coortes a fim de
aumentar o poder de identificacdo de fendtipos. Em grandes coortes € possivel comparar
os individuos que respondem a uma terapia com os que nao respondem, identificando os
polimorfismos associados ao fracasso do tratamento o que resulta em terapia

personalizada e, por isso, mais eficaz (Lee, 2011).

Os conhecimentos mais recentes da patogénese da DII ja foram aplicados nas novas
terapias que tém como alvo a autofagia e a via da IL-23, com alguns resultados

promissores (Lee, 2011).

Os profundos avangos no conhecimento da DIl aumentam a esperanga no
desenvolvimento de novas terapias mais dirigidas individualmente e no surgimento de
estratégias preventivas verdadeiramente eficazes em individuos ja identificados com

risco de DII (Lee, 2011).
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V.ANEXOS

1. ANEXO 1

Table 1. Single nucleotide polymorphisms that have been associated with Crohn's disease, ulcerative colitis, or both in genome-wide association studies [10,11].

A: Shared susceptibility loci.

dbSNP Chr Crohn’s disease OR (95% ClI) Ulcerative colitis OR (95% Cl) Most likely candidate*

rs11209026 1p31 2.67 (2.37-3.01) 1.72 (1.56-1.90) IL23R

rs7554511 1932 1.14 (1.08-1.19) 1.19 (1.14-1.25) Unknown

rs3024505 1932 1.18 (1.12-1.25) 1.25(1.19-1.32) ILTO, ILT9

157608910 2016 1.14 (1.09-1.21) 1.18 (1.13-1.23) Unknown

rs2310173 2g11 1.09 (1.04-1.14) 1.10 (1.05-1.15) ILTR2

rs3197999 3p21 1.22 (1.16-1.27) 1.20 (1.15-1.25) MST1

156451493 5013 1.35 (1.28-1.43) 1.08 (1.03-1.13) PTGER4

156556412 5933 1.15 (1.10-1.20) 1.18 (1.13-1.24)

rs6871626 533 1.18 (1.13-1.23) 1.09 (1.08-1.17) IL12B

159268853 6p21 1.19 (1.13-1.25) 1.42 (1.36-1.49) HLA-DRB5, HLA-DQA,
HLA-DRB1, HLA-DRA

rs6908425 6p22 1.17 (1.11-1.23) 1.17 (1.11-1.23) CDKALT

156911490 6q21 1.12 (1.07-1.18) 1.08 (1.03-1.14) PRDM1

rs10758669 9p24 1.18 (1.13-1.23) 1.16 (1.11-1.21) JAK2

rs4246905 9q32 1.21 (1.15-1.28) 1.13 (1.07-1.18) TNFSF8, TNFSF15

rs10781499 9434 1.20 (1.15-1.2¢) 1.12 (1.07-1.18) CARD?

rs12261843 10p11 1.15 (1.10-1.20) 1.06 (1.0-1.11) CCNY

rs10761659 10921 1.23 (1.18-1.28) 1.23 (1.18-1.29) ZNF365

rs6584283 1024 1.21 (1.16-1.27) 1.20 (1.15-1.25) NKX2-3

rs2155219 11913 1.16 (1.11-1.21) 1.1 (1.07-1.16) Unknown

rs17293632 15g22 1.19 (1.14-1.25) 1.12 (1.07-1.16) SMAD3

rs12942547 17921 1.14 (1.09-1.19) 1.08 (1.04-1.13) STAT3

rs2872507 17921 1.14 (1.09-1.21) 1.14 (1.10-1.19) Unknown

151893217 18p11 1.25 (1.18-1.32) 1.25(1.18-1.32) PTPN2

rs11085735 19p13 1.19 (1.10-1.29) 1.12 (1.03-1.23) TYK2, ICAM3

rs736289 19913 1.11 (1.06-1.16) 1.06 (1.02-1.11)

rs2297441 20q13 1.19 (1.13-1.25) 1.11 (1.05-1.17) RTEL1, TNFRSF6B

rs1297265 21911 1.16 (1.10-1.22) 1.10 (1.05-1.15)

rs2838519 21922 1.12 (1.06-1.17) 1.26 (1.20-1.32) ICOSLG

152836878 2122 1.18 (1.13-1.23) 1.13(1.08-1.17)

rs181359 22q11 1.21 (1.15-1.28) 1.10 (1.06-1.15) YDJC

rs2413583 22q13 1.20 (1.13-1.28) 1.23 (1.17-1.29) MAP3K7IP1

B: Susceptibility loci for ulcerative colitis only.

dbSNP Chr Ulcerative colitis OR (95% Cl) Most likely candidate*

rs734999 1p36 1.05 (1.01-1.10) TNFRSF14

1s35675666 1p36 1.08 (1.01-1.15) TNFRSF9, ERFFI1

rs7524102 1p36 1.11 (1.05-1.18)

rs6426833 1p36 1.30 (1.25-1.35) Unknown

rs1801274 1923 1.20 (1.16-1.25) FCGR2A, FCGR2B

rs15 18070 2q33 1.12 (1.07-1.17) SATB2

rs11676348 2935 1.06 (1.01-1.10) IL8RA, IL8RB

rs4676406 2q37 1.14 (1.09-1.18) Unknown

72




Suscetibilidade Genética da Doenga Inflamatoria Intestinal

Table 1. Single nucleotide polymorphisms that have been associated with Crohn'’s disease, ulcerative colitis, or both in genome-wide association studies [10,11].

rs17388568 4q27 1.12 (1.07-1.17) IL21,IL2
rs3194051 5p13 1.10 (1.05-1.15) IL7R
rs267939 5p15 1.10 (1.05-1.15) DAP
rs11739663 5p15 1.14 (1.09-1.20) Unknown
rs254560 5q31 1.09 (1.04-1.14)

rs943072 6p21 1.15 (1.07-1.24)

rs6920220 6923 1.14 (1.08-1.20)

rs4510766 7922 1.20 (1.15-1.26) LAMBI
rs798502 7p22 1.13 (1.07-1.18) GNA12
rs907611 11915 1.08 (1.03-1.14) LSP1
15678170 11423 1.09 (1.04-1.14) Unknown
rs7117768 11924 1.07 (1.02-1.13) ETS1
rs7134599 12914 1.20 (1.15-1.25) IFNG, IL26
rs17085007 13912 1.15(1.08-1.21)

15941823 13913 1.11 (1.05-1.17)

rs1728785 16922 1.15(1.10-1.21) CDHT, ZFP90
rs16940202 16g24 1.15(1.09-1.22)

rs6017342 20q13 1.17 (1.12-1.22) HNF4A
rs5771069 22913 1.09 (1.02-1.18) ILT7REL

C: Susceptibility loci for Crohn’s disease only.

dbSNP Chr Crohn’s disease OR (95% ClI) Most likely candidate*
rs2476601 1p13 1.26 (1.17-1.37) PTPN22
rs2797685 1p36 1.05 (1.01-1.10) VAMP3
rs3180018 1922 1.13 (1.06-1.19) SCAMP3, MUC1
rs4656940 1923 1.15 (1.09-1.21) CD244, ITLN1
rs7517810 1g24 1.22 (1.16-1.28)

rs1998598 1931 1.04 (1.00-1.09) DENND1B
rs10495903 2p21 1.14 (1.09-1.20) THADA
rs13428812 2p23 1.06 (1.03-1.10) DNMT3A
rs780093 2p23 1.15(1.10-1.21) GCKR
rs2058660 2q12 1.19 (1.14-1.26) IL18RAP
rs6738825 2q33 1.06 (1.02-1.11) PLCL1
rs7423615 2q37 1.12 (1.07-1.18) SP140
rs3792109 2937 1.34 (1.29-1.40) ATGI16L1
rs13073817 3p24 1.08 (1.03-1.13)

rs7702331 5q13 1.12 (1.07-1.17) TMEM174
rs2549794 5915 1.05 (1.02-1.09) ERAP2, LRAP
rs11167764 5q31 1.06 (1.02-1.11) NDFIPT
rs12521868 5qg31 1.23 (1.18-1.28) SLC22A4, SLC22A5
rs7714584 533 1.37 (1.28-1.47) IRGM
rs359457 5qg35 1.08 (1.04-1.12) CPEB4
rs17309827 6p25 1.10 (1.05-1.16) Céorf85
rs1847472 6q15 1.07 (1.03-1.11) BACH2
rs212388 6425 1.10 (1.05-1.14) TAGAP
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rs415890 6927 1.17 (1.12-1.22) CCRé
rs1456896 7p12 1.14 (1.09-1.20) IKZF1
rs4871611 8024 1.17 (1.12-1.23)
156651252 8424 1.23 (1.17-1.30)
1512722489 10p15 1.11(1.05-1.16) IL2RA
rs1819658 10921 1.19 (1.13-1.25) UBE2D]
rs1250550 10922 1.19 (1.15-1.23) ZMIZ1
rs102275 11q12 1.08 (1.04-1.12) FADS]
15694739 11413 1.10 (1.05-1.16) PRDX5, ESRRA
rs11564258 12912 1.74 (1.55-1.95) MUCT9, LRRK2
rs2062305 13q14 1.10 (1.05-1.15) TNFSF11 (5.9)
rs3764147 13q14 1.17 (1.12-1.23) C130f3
rs4902642 1424 1.07 (1.11-1.04) ZFP36L1
rs8005161 14935 1.23 (1.16-1.31) GALC, GPR65
rs151181 16p11 1.07 (1.03-1.12) APOBA48R, IL27, SULT1A2,
SULTTAT, SH2B1, EIF3C
rs2076756 16q12 1.53 (1.46-1.60) NOD2
rs3091315 17912 1.20 (1.14-1.26) CCL2, CCL7
rs740495 19013 1.16 (1.10-1.21) GPX4, SBNO2
rs281379 1913 1.07 (1.04-1.11) FUT2, RASIPI
rs713875 22912 1.08 (1.04-1.13) MTMR3

*Most likely candidate: gene in linkage disequilibrium with associated SNP that is thought to be most likely to harbor the causal variant. If left blank, this indicates that there
are no genes in the immediate vicinity of the associated SNP
Chr: Chromosomal position; Cl: confidence interval; dbSNP: single-nucleotide polymorphism identity; OR: odds ratio.

Adaptado de Lee 2011
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