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RESUMO

A doenca de Crohn € uma doenca inflamatdria cronica transmural e segmentar
do tracto gastrointestinal, cuja etiologia e patogénese permanecem desconhecidas.
Apesar de varias hipoteses terem sido colocadas, considera-se que esta doenca resulta
da combinacdo de uma predisposi¢cdo genética com factores ambientais, alteracGes na
permeabilidade da parede intestinal, perda da tolerancia aos antigénios comensais e
diminuicdo da eliminacdo bacteriana, com a consequente génese e perpetuacdo dos
mecanismos inflamatorios.

Vérias mutagOes genéticas estdo identificadas, embora ainda ndo seja totalmente
compreendida a sua contribuicdo para o desenvolvimento da doenca de Crohn. Diversas
explicacOes foram propostas, embora controversas.

O sistema imunitario € um dos principais intervenientes. As células do sistema
imunitario inato, nomeadamente as células dendriticas, respondem de forma
inapropriada aos microorganismos comensais com producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e consequente activacdo de células T helperl e aumento da expressdo de
moléculas de adesdo. O desequilibrio entre as células Tcp4'efectoras e as células T
reguladoras é outro dos mecanismos que contribui para a patogénese da doenca de
Crohn.

Diversos microorganismos, como o Mycobacterium avium paratuberculosis,
foram identificados, mas ainda ndo existem evidéncias suficientes para estabelecer uma
relagdo causal com esta doenca.

Embora variados farmacos sejam utilizados para induzir a remissdo da doenca de
Crohn, ha muitos casos que nao conseguem ser controlados pelas terapéuticas

convencionais, 0 que indica a necessidade consideravel de se apostar em tratamentos



novos e mais eficazes. Por isso, tendo em conta os actuais conhecimentos sobre a
patogénese desta doenca, sdo aqui abordados alguns dos novos agentes em investigacao
e que poderdo vir a ser usados no futuro.

Apesar dos grandes avangos cientificos nos Gltimos anos, ainda existe um longo
caminho a percorrer no que diz respeito a patogénese da doenca de Crohn. S6 com um
profundo conhecimento da etiologia e patogénese se conseguira progredir
verdadeiramente no sentido da cura.

Os principais objectivos deste trabalho sdo: discutir as possiveis etiologias da
doenca de Crohn, realcar a importancia dos factores genéticos, ambientais, sistema
imunitario, epitélio intestinal e microflora para a patogénese da doenca; dar a conhecer
0s grandes avangos que tém sido alcancados no que diz respeito ao conhecimento dos
mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento da doenca de Crohn, quais as suas
implicacdes no tratamento futuro e melhoria da qualidade de vida e, por ultimo, destacar

novas estratégias de tratamento em estudo.

PALAVRAS-CHAVE

Doenca de Crohn; patogénese; etiologia; NOD2/CARD15; TLR; sistema imunitario;

factores ambientais; epitélio intestinal; microorganismos, tolerancia oral.
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ABSTRACT

Crohn's disease is an inflammatory chronic transmural and segmentar disorder of
the gastrointestinal tract, whose etiology and pathogenesis remain unknown. Despite
several hypotheses have been postulated, it is considered that this disease results from a
combination of a genetic predisposition with environmental factors, changes in the
permeability of the intestinal wall, loss of tolerance to the commensal antigens,
reduction on the bacterial clearance, with the consequent genesis and perpetuation of the
inflammatory mechanisms.

Several genetic mutations have been identified, but their role in Cronh’s disease
is still not fully understood. Although controversial, several examinations have been
proposed.

The immune system is one of the major players. The cells of the innate immune
system, including dendritic cells, respond in an inappropriate manner to commensal
microorganisms, with production of proinflammatory cytokines and consequent
activation of T helper 1 cells and increased expression of adhesion molecules. The
imbalance between effector T cells and regulatory T cells is another mechanism
contributing to the pathogenesis of Crohn's disease.

Several microorganisms such as Mycobacterium avium paratuberculosis were
identified, but there is no sufficient evidence to establish a causal relationship with this
disease.

In spite of the use of various drugs to induce remission of Crohn’s disease, there
are still many cases that can not be controlled by conventional therapies, which

indicates a considerable need to invest in new and more effective treatments. Therefore,
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given the current knowledge on the pathogenesis of this disease, here we talk about
some new agents that are under investigation and that could be used in the future.

Despite significant scientific advances in recent years, there is still a long way to
go and only with a thorough understanding of the etiology and pathogenesis, we can
truly progress towards healing.

The main objectives of this work are: to discuss the possible causes of Crohn's
disease, to highlight the importance of genetic and environmental factors, immune
system, intestinal epithelium and microflora in the pathogenesis of the disease; to make
people aware of the major progresses that have been made concerning the mechanisms
responsible for the development of Crohn's disease, their implications for future
therapies and an improved quality of life and, finally, to highlight new therapeutic

strategies that are under investigation.

KEY WORDS

Crohn's disease, pathogenesis, etiology, NOD2/CARD15, TLR, immune system,

environmental factors, intestinal epithelium, microorganisms, oral tolerance.
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Doenca de Crohn: Etiologia, Patogénese e suas Implicacdes na Terapéutica

CAPITULO I

1.1 Material e Métodos

A pesquisa dos artigos realizou-se entre 15 de Abril de 2008 e 15 de Janeiro de
2009, recorrendo-se para tal a base de dados da PubMed/MEDLINE, e-medicine,
Interscience, sites do “American Journal of Gastroenterology”, “World Journal of
Gastroenterology”,“The  New England Journal of Medicine”, “The Gut”,
“Inflammatory Bowel Disease”, “Nature”, “Journal of Imunology ” e “The Lancet”

As palavras-chave utilizadas foram: Inflammatory bowel disease, Crohn’s
disease, NOD2/CARD15, TLR, pathogenesis, etiology, Mycobacterium avium
paratuberculosis, innate immunity, cytokines, oral tolerance, dysbiosis, probiotics.
Procedeu-se posteriormente a seleccdo dos artigos, mais relevantes desde 1993 a 2008
em lingua inglesa e portuguesa, tendo-se ainda utilizado os artigos referenciados
noutros trabalhos. Foram incluidos artigos de revisao, estudos prospectivos e ensaios
clinicos. Recorreu-se ainda a alguns livros da area da Medicina Interna e
Gastrenterologia, nomeadamente o livro do Grupo de Estudos da Doenca Inflamatoria

Intestinal.

1.2 Justificacdo do tema

A DC, tradicionalmente considerada comum no mundo ocidental, tem vindo a
aumentar consideravelmente a sua incidéncia. Desde a sua descri¢do ha varias décadas,

que a investigacdo dos mecanismos patogénicos permitiu a aquisicdo de novos
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conhecimentos e novas realidades, com consequéncias importantes na forma de
abordagem da doenca, sua terapéutica e da qualidade de vida dos doentes. No entanto, a
etiologia e patogénese continuam desconhecidas, apesar dos avancos tecnologicos e
cientificos nesta area, o que tem contribuido para que a DC continue a ser uma doenca
sem cura e com elevados custos sociais e financeiros. Ha, por isso, grande necessidade
de se apostar em mais trabalhos cientificos e estudos que revelem quais 0s mecanismos
verdadeiramente responsaveis pelo desencadeamento e progressdo da doenca. S6 com
estas descobertas sera possivel, no futuro, o desenvolvimento de novas terapéuticas cujo
objectivo primordial sera a cura da doenca. Com este trabalho, pretende-se que todos
aqueles que trabalham no dia-a-dia com a DC, fiquem a par dos mais recentes avancos
na area da etiologia e patogénese da doenca, pois sO assim conseguirdo ajudar a
melhorar a qualidade de vida dos doentes. Foram estes motivos que me levaram a

escolher este tema para a realizacao do trabalho.

1.3 Objectivos da dissertacdo

O presente trabalho pretende dar a conhecer a problematica da DC, enfatizando os
seus aspectos mais actuais. Assim o0s objectivos sdo varios:

++ Discutir as possiveis etiologias da DC;
% Realcar a importancia dos factores genéticos, ambientais, sistema imunitario,

epitélio intestinal e microflora para a patogénese da doenga;

K/
°e

Dar a conhecer os grandes avancos que tém sido alcangados no que diz respeito ao
conhecimento dos mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento da DC e quais

as suas implicacdes nas terapéuticas futuras e melhoria da qualidade de vida.

K/
L X4

Dar a conhecer as perspectivas futuras no tratamento da DC
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CAPITULO II

2.1 Perspectiva historica

A DC foi descrita pela primeira vez ha cerca de quatrocentos anos atras. Em
1612, Gullielmus Fabricius Hildenus verificou na autopsia de um rapaz com “ dor sub-
hepatica ” que “ o cego estava contraido e invaginado no ileon, de tal forma que néo era
possivel que o conteudo intestinal passasse para o colon. Ao extrair o cego, este estava
ulcerado e fibrético™”. No inicio do século XIX, Combe e Saunders descreveram o
caso de um homem com queixas abdominais cronicas que na autopsia demonstrava
espessamento, inflamacéo e estenoses do fleon®. Foi, no entanto, o classico artigo de
Crohn et al, ja no século XX, que definitivamente definiu esta entidade que se viria a
denominar DC®.

Com o conhecimento de maior nimero de casos, 0 interesse dirigiu-se ndo sé
para a clinica mas também para as complicacGes, estratégias terapéuticas e busca de
critérios de diagndstico. Surgiram especulacdes etioldgicas que incluiam infeccdes
bacterianas,  distirbios  psicolégicos, deficiéncias nutricionais e  alergia
gastrointestinal®.  Com o aparecimento dos corticoides, antibidticos, e
imunossupressores, abriram-se novos horizontes terapéuticos e incentivaram-se as
novas descobertas na segunda metade do século XX.

Em Portugal, os dados relativos a esta doenca sdo bastante mais dificeis de
encontrar. Embora sem provas fidedignas, mas baseando-se em suspeitas clinicas,
pensa-se que, entre 1870 e 1880, o escritor Eca de Queiroz tera sofrido de DC que lhe
provocou diarreia cronica sanguinolenta, ma absorcao e fistulas anais e que tera sido a

causa de morte em 1900®.
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Em 1947, Maria Rosa publicou a sua dissertacdo de doutoramento sobre “ileite
regional: Doenca de Crohn”, uma tese extremamente importante para o conhecimento
da DC, tendo em conta a pouca informacdo existente acerca desta entidade no nosso
pais. Este trabalho estudou dez casos com varias formas de ileite regional, desde os
aspectos estenosantes aos fistulizantes, todos operados e com exames
histopatolégicos®. Varios outros artigos foram publicados, como é o caso do artigo
“Doenca de Crohn” de Anténio Saturnino Gentil Roque, em 1957, Na década de 70,
Ermelinda Camilo introduziu, no Hospital de Santa Maria, alimentacGes entérica e
parentérica em doentes com DC e foram organizadas consultas especificas para a DII®.

Em 1994 Tavarela Veloso impulsionou a criacdo da APDI®. Ja no século XXI
foi criada uma organizagdo muito importante: o Grupo de Estudos da DII®.

Desde o ano 2000 que foram desenvolvidas consultas individualizadas da DIl
em varios hospitais, nomeadamente: Castelo Branco, Covilhd, Viseu, Vila Real, entre
outros, 0 que indica a necessidade crescente de diagnosticar e tratar esta doenca®.

Apesar da publicacdo de um nimero cada vez maior de trabalhos de pesquisa
sobre a DC, esta doenca continua a ser um desafio pois ainda pouco se sabe sobre a sua

etiologia e patogenese.
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CAPITULO I1I

3.1 Consideracdes gerais

3.1.1 Definicéo

A DC é uma doenca inflamatoria cronica transmural e segmentar que pode
atingir qualquer parte do TGI, desde a boca até ao anus, com localizagdo preferencial a
nivel do ileon terminal. Caracteriza-se pela formacao de ulcerac@es, fistulas, estenoses e
granulomas, e evolui caracteristicamente por periodos de agravamento e remissao.

Envolve um amplo espectro de manifestacBes extra-intestinais.

3.1.2 Epidemiologia

A DC pode ocorrer em qualquer idade, mas apresenta uma distribuicdo bimodal.
O maior nimero de casos surge tipicamente na segunda e terceira década de vida,
ocorrendo um outro pico, embora mais pequeno, entre os 60 e 80 anos™. Poderé ser
mais frequente em mulheres (relacdo M/H é 1:1 até 1.8:1) e ocorre sobretudo, em
classes socioeconémicas mais elevadas®.

Existe uma variacdo de acordo com o grupo étnico: os judeus sao mais afectados
que 0s ndo judeus caucasianos e estes mais que os hispanicos e asiaticos.

Destacam-se como factores de risco o tabaco e os CO. A apendicectomia que
tem um papel protector na CU, na DC ndo desempenha qualquer protecgéo(“). O inicioe
severidade da DC sdo aumentados pelo tabaco, como demonstrado pelo aumento das
intervengdes cirdrgicas e uso de imunossupressores, maiores recorréncias pés-cirargicas

e taxas de mortalidades mais elevadas em individuos fumadores®.
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Caracteriza-se pela existéncia de um padrdo de agregacdo familiar, uma vez que
os familiares em primeiro grau de individuos afectados tém cinco vezes mais
probabilidade de virem a desenvolver a doenca’”.

A incidéncia varia de acordo com a area geogréafica, o que podera sugerir a
intervencdo de factores ambientais. A taxa de incidéncia da DC a nivel mundial é de
0,1-16/10° habitantes®. As maiores taxas sdo observadas na Europa ocidental e do
norte, assim como nos EUA, enquanto as mais baixas sdo registadas em Africa,
América do Sul e Asia®. E, por isso, mais comum nos paises desenvolvidos e
industrializados, apontando-se a urbanizacdo como um possivel factor de risco®.
Apesar disso, a incidéncia tem vindo a aumentar em areas outrora consideradas com
baixas taxas de incidéncia, o que podera estar relacionado com adopcdo de um estilo de
vida mais ocidental: alteracdes na dieta, habitos tabagicos e maior exposicao a poluicao
e quimicos industriais®.

A prevaléncia da DC nos EUA é de 26,0-198,5/10° habitantes e a incidéncia é de
3,1-14,6/10° habitantes®. Na Europa, a prevaléncia ¢ 8,3-214/10° habitantes e a
incidéncia de 0,7-9,8/10° habitantes®. A incidéncia aumentou cerca de dez vezes na
Gltima metade do século na Europa e EUA®.

Em Portugal, ignora-se quantos doentes existirdo com DC, mas é provavel que

existam mais de 7000 casos de DIl e menos de 15000®.

3.1.3 Etiologia e patogénese
Apesar da intensa investigacdo nesta area, a etiologia ainda é desconhecida. Por

isso, varias hip6teses foram propostas“? (Tabela 1):
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++ Desregulacéo da resposta imunitaria — na DC, as respostas imunitarias inata e
adaptativa sdo inadequadas, com incapacidade de reconhecimento e eliminacéao
dos antigénios bacterianos, activacdo exagerada e diminuicdo da apoptose das
células Thl e inactivacdo de células Tr. Como resultado ocorre uma perda da
tolerancia a flora comensal e o desenvolvimento de mecanismos inflamatorios
exagerados.

+ Defeitos na funcéo de barreira da mucosa intestinal — Alteracdes nas tight
junctions, na producdo de muco, de IgA e defensinas e o aumento da
permeabilidade contribuem para uma inflamacdo persistente caracteristica da
DC.

¢+ Disbiose — uma alteracdo no balango entre 0os microorganismos protectores e
agressivos da microflora intestinal altera a homeostasia, tendo como
consequéncia uma inflamacéo intestinal cronica em individuos susceptiveis.

« Infeccdo patogenica persistente — a DC é desencadeada por diversos agentes
patogénicos especificos, entre os quais: MAP, ECAI, Listeria monocytogenes,

Yersinia enterocolitica e paramixovirus.

Apesar de todas estas teorias contribuirem para a compreensao da patogénese da
DC, a hipdtese mais consensual postula que a esta doenca resulta de uma interaccao
entre factores genéticos, ambientais, sistema imunitario, microorganismos e epitélio

intestinal® (Figura 1).
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Hipoteses etioldgicas na DC

Desregulacdo da resposta imunitaria
Defeitos na funcéo de barreira da mucosa intestinal
Disbiose

Infeccdo patogénica persistente

Quadro 1 — Hipdteses etiol6gicas na DC. Tabela traduzida e adaptada de: Sartor
RB. Bacteria in Crohn Disease: mechanisms of inflammation and therapeutics
implications. J Clin Gastroentrol 2007 May/Jun;41:37-43

Os factores genéticos alteram a funcdo de barreira do epitélio intestinal, as
respostas imunitarias e eliminacio bacteriana®. Numa situacdo normal, uma lesdo ou
inflamacdo da mucosa desencadeada, por exemplo, por factores ambientais, é
rapidamente controlada devido a uma resposta imunitaria adequada e reparacdo do
defeito epitelial™®. No entanto, em individuos geneticamente predispostos, verifica-se
uma perda da tolerancia oral, incapacidade para remover as bactérias invasoras, de
diminuir as respostas pro-inflamatérias e de reparar a mucosa, 0 que origina uma
activacdo continua e excessiva das respostas imunitarias adaptativas efectoras e uma

inflamacéo crénica desencadeada por organismos patogénicos e comensais™® (Figura2).

3.1.4. Caracteristicas clinicas

De acordo com a classificacdo de Vienna (1998), esta doenca pode ser definida
pela localizacdo (ileon terminal, colon, ileon-colon e TGI superior), pelo padrdo de
doenga (ndo-estenosante, ndo-penetrante, estenosante, penetrante) ou idade do doente

(<40 anos; > 40 anos)™?.
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Epithelial Genetic

Microbial

Environmental

Figura 1- Interac¢do entre os varios factores responsaveis pelo desenvolvimento da DC.

A DC resulta da interaccdo da genética e ambiente com 0s microorganismos, sistema
imunitério e epitélio intestinal. Os factores genéticos regulam as respostas imunitarias e a
funcdo de barreira do epitélio intestinal e a eliminacdo bacteriana. Fonte: Braun J, Wei B.
Body Traffic: Ecology, Genetics, and Immunity in Inflammatory Bowel Disease. Annu. Rev.
Pathol. Mech. Dis. 2007;2:401-29

Relativamente a localiza¢do, 30-40% dos casos € limitada ao ID, 40-55%
envolve o ID e cdlon e 15-25% tém apenas colite™.

O recto € frequentemente poupado e, em 75% dos individuos com doenca do ID,
o fleon terminal est& envolvido na maioria dos casos‘.

Os sinais e sintomas variam de leve a grave e de acordo com a localizacao™:
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Tolerance

Acute injury /_/’f

Environmental /

trigger Luminal Complete
finfect = bacteria healing
infection,
NSAID)

N
Acute ~ ;
inflammation \\
Tolerance J immunoregulation, €
controlled failure of repair or
inflammation bacterial clearance

Chronic
inflammaticn

Figura. 2 — Diferentes respostas a leséo intestinal.

Em situagcBes normais, uma lesdo na mucosa € rapidamente reparada por respostas
imunitarias adequadas, mantendo-se a tolerncia aos microorganismos comensais. Em
individuos susceptiveis, ha uma incapacidade de eliminar as bactérias e de reparar o
epitélio intestinal, o que origina uma activacdo continua e excessiva das respostas
imunitarias adaptativas efectoras. Fonte: Sartor RB. Bacteria in Crohn Disease:
mechanisms of inflammation and therapeutics implications. J Clin Gastroentrol 2007
May/Jun;41:37-43.

¢ lleocolite - Episodios recorrentes de dor cronica, febre de baixo grau, diarreia,
perda de peso, obstrucdo intestinal, formacdo de fistulas para o intestino
adjacente, pele, vagina e bexiga;

% Jejunoileite — mé& absorcdo (hipocalcémia, hipomagnesémia, coagulopatia,
hipoalbuminémia, anemia megaloblastica), diarreia, esteatorreia, fracturas
vertebrais (por hipocalcémia, deficiéncia de Vitamina D e utilizagdo prolongada

de corticoides), entre outros;
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X/

¢+ Colite — colicas abdominais, diarreia, mal-estar, hematoquézias, febre de baixo
grau, estenoses e fistulas

% Doenca perianal — incontinéncia fecal, formacdo de estenoses, fistulas e
abcessos.

.

++ Doenca gastroduodenal — nauseas, vomitos, dor epigastrica, gastrite e formacéo

de fistulas.

Porque é uma doenca cronica, desenvolve-se com periodos em que a doenca é
activa e causa sintomatologia, seguida por periodos de remissao.

Para a melhoria qualidade de vida, tem contribuido a utilizacdo de varios tipos
de terapéuticas: aminossalicilatos, glucocorticoides, antibidticos, imunossupressores,
terapéuticas biologicas e cirurgia.

O crescente conhecimento sobre a patogénese da DC tem sido importante para a
pesquisa de novos tratamentos, podendo no futuro ndo s6 melhorar as recidivas mas

fundamentalmente trata-las.
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CAPITULO IV

4.1 A influéncia dos factores ambientais

Durante o ultimo século, ocorreram grandes alteracfes nos tipos de doencas que
afectam os seres humanos: as doencas infecciosas que durante anos foram as principais
causas de morbimortalidade, foram ultrapassadas pelas doencas neoplésicas e as
inflamatorias cronicas (de que é exemplo a DC), o que podera ser explicado pelos
progressos sociais e econémicos e o aumento da industrializacao™?.

A “hipdtese higiénica” foi proposta para explicar esta mudancga. Considera que a
melhoria da higiene através de um melhor acesso a agua canalizada, a alimentos nédo
contaminados, a produtos de higiene, vacinacdo e a reducdo do agregado familiar
contribuem para que os individuos ndo sejam expostos precocemente aos antigénios dos

microorganismos™%.

Como consequéncia, desenvolvem-se respostas imunitarias
inapropriadas, incapazes de responder eficazmente aos agentes bacterianos patogénicos
com os quais o individuo entra em contacto mais tardiamente, surgindo assim,
processos inflamatérios anormais ou possivelmente a DC*34).,

Entre os diversos factores que condicionam o aparecimento da DC, o0s
ambientais sdo dos menos compreendidos™. Varios factores de risco ambientais sdo
considerados: dieta, status social e geogréfico, stress, microflora intestinal, alteragdo da
permeabilidade intestinal, apendicectomia, CO, AINES e tabaco, sendo este o melhor
exemplo da influéncia do ambiente no desenvolvimento da DC"®. O consumo de
tabaco aumenta o risco de desenvolver DC, as complicagdes como as estenoses ou as

fistulas, a frequéncia dos surtos da doenga, a necessidade de cirurgia e de consumo de

corticoides e imunossupressores e a sua descontinuagdo condiciona melhorias
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significativas®®. O tabaco também condiciona a localizagdo da doenca: nos fumadores:
existe uma maior prevaléncia da doenca no fleon que no célon®®. Existem vaérias
explicacbes. Uma, mais simplista, considera que a nicotina tem mais efeitos no ID
porque aqui atinge maiores concentracdes e outra, mais provavel, refere existirem
diferencas na patofisiologia da doenca no célon e no ID®”. No entanto, nem todos os
estudos séo concordantes em relacdo aos efeitos do tabaco no desenvolvimento da DC.
Assim, por exemplo, Aldhous MC et al consideram que, embora o tabaco esteja
relacionado com a localizacdo da doenca, ndo influencia directamente o seu
comportamento, pois ndo esta associado com o tempo de desenvolvimento da doenca
estenosante, penetrante ou com o tempo da primeira cirurgia®”. E sim a localizacdo da
doenca que determina directamente estes parametros. A doenca do ID apresenta maior
desenvolvimento de estenoses, assim como necessidade de cirurgia®”.

Os efeitos do consumo passivo do tabaco na DC sdo bastante mais controversos.
No entanto, Mahid SS et al verificaram que os individuos que desenvolvem DC tém
uma maior exposi¢cdo passiva ao fumo do tabaco antes do nascimento mas também
durante a infancia®®. Portanto, 0 consumo passivo e activo do tabaco é um factor de
risco importante no desenvolvimento desta doenca. O tabaco afecta a imunidade
humoral e celular. A nicotina tem um efeito inibitério nas células Th2, que predominam
na CU, e ndo tem qualquer efeito nas células Th1l, caracteristicas na DC, o que explica
porque o tabaco é um factor protector na primeira®®. No entanto, a nicotina diminui a
producdo de IgA, a capacidade de fagocitose pelos macréfagos e os mecanismos anti-
oxidantes, altera a microcirculacdo (diminui a capacidade de vasodilatagdo dos vasos

inflamados, originando uma isquémia e perpetuacéo da fibrose e ulceragdo) e aumenta o

potencial trombdtico associado com a lesdo vascular, contribuindo desta forma para a

patogénese da DC"®. A tabela 2 faz um resumo das implicacgdes do tabaco na DC.
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Pontos chave

O tabaco e as suas implicacoes na DC

O consumo de tabaco passivo e activo aumenta o risco de desenvover DC

As complicac6es e a frequéncia de surtos sdo superiores nos fumadores

Nos fumadores, existe uma maior prevaléncia da doenca a nivel do ileon

O tabaco condiciona um aumento na necessidade de cirurgia e um maior consumo de

corticoides e imunossupressores, diminui a capacidade de fagocitose pelos macréfagos,

a producdo de anticorpos, a permeabilidade intestinal e altera a microcirculacéo.

Quadro 2- O tabaco e as suas implica¢des na DC.

Outros agentes ambientais, tais como os CO e os AINES, tém sido estudados no
sentido de estabelecer uma relacdo com a DC. Embora esta relacdo ndo seja directa, as
mulheres que tomam CO tém um risco duas vezes superior de desenvolver DC™. Em
relacdo aos AINES, ja existe uma clara associacdo uma vez estes farmacos aumentam a
probabilidade de desenvolver novo surto de doenca naqueles em remisséo clinica®. O
aumento da permeabilidade intestinal é um factor importante na patogénese da DC.
Condiciona 0 aumento da captacdo de antigénios e a estimulacdo excessiva do sistema
imunitario, o que tem como consequéncia a perpetuacdo do processo inflamatério™.
Em suma: embora exista uma forte relagdo entre os factores ambientais e a DC,
nenhum deles isoladamente é capaz de condicionar o seu desenvolvimento, sendo

também necessaria a presenca de genes para que esta doenca se possa manifestart*®.,
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CAPITULO V

5.1A genética e a sua relacdo com a patogénese da DC

A D.C. é uma doenga poligénica complexa, o que significa que varios genes
contribuem para o seu desenvolvimento. Uma série de evidéncias demonstram a
importancia da genética na D.C:
A existéncia de um padréo de agregacdo familiar: os familiares de primeiro grau
de individuos com D.C. tém um risco 5 vezes superior de desenvolver esta
doenca’”;

++ Existéncia de concordancia no tipo e local da doenca em membros de familias
com mdltiplos membros afectados®?.

A identificacdo de varios genes associados com a D.C.(Tabela 1)

< Maior taxa de concordancia da doenca em gémeos monozigéticos (37-58%)®
que dizigdticos (3.9-18%)®. No entanto, o facto da concordancia entre gémeos
monozig6ticos ser de apenas 37-58% indica que 0s genes sozinhos ndo sao

suficientes para produzir a doenga.

Ao longo de varios anos, e ainda actualmente, maultiplos genes tém sido
estudados no sentido de determinar a sua ligagdo a D.C. Foi em 1996, que Hugot et al
relataram pela primeira vez a existéncia de um gene (NOD2/CARD15) com localizagdo
no locus IBD1 do cromossoma 16@Y. Subsequentemente novos estudos foram
realizados, permitindo confirmar os achados de Hugot et al mas também descobrir
novos loci (até a data cerca de 9 — IBD1-9) associados ndo sé com a D.C. mas também

coma CU.
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Genes associados com a DC

Gene Cromossoma Funcéo

NOD2/CARD15 16 Producdo de citocinas inflamatérias e anti-
inflamatdrias; manutencdo da homeostasia

intestinal/tolerancia oral; producéo de defensinas

TLR4 9 Producéo de citocinas inflamatorias; manutencao
da homeostasia intestinal/tolerancia oral;
manutencao da funcao de barreira do epitélio

intestinal
OCTN1(SLC22A4%)/ 5 Transportadores proteicos para catibes organicos
OCTN2 (SLC22A5) e carnitina (co-factor essencial na oxidacdo dos

acidos gordos); manutengdo da integridade do

epitélio intestinal

DLG5 10 Manutencédo da integridade da barreira epitelial e

regulacdo do crescimento celular

PPARG 3 Inibidor intracelular do NF-xB

Tabela 1- Exemplos de genes associados com DC e respectiva funcdo.Tabela adaptada e traduzida de:
Sartor RB. Mechanisms of Disease: pathogenesis of Crohn’s disease and ulcerative colitis. Nature 2006
Jul;3(7): 390-407.

Estes genes tém funcdes importantes na regulacdo da imunidade inata,
integridade da barreira epitelial e eliminacio microbiana e/ou homeostasia*®.
De seguida sdo descritas as alteragdes genéticas que mais contribuem para

explicar a patogenese da DC.

5.1.1 NOD2/CARD15
O gene NOD2/CARD15, foi o primeiro gene que se descobriu estar associado a

DC. Codifica uma proteina com 0 mesmo nome, expressa nos macréfagos, neutrofilos,
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linfécitos B e T, CD, células de Paneth e CEI®?. A sua constituicdo esta representada

na figura 3.
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Figura 3- Estrutura do gene NOD2/CARD15.

O gene é formado por dois CARD- CARD2 e CARD15, uma regido designada NBD e uma
outra designada LRR. As muta¢gBes SPN12, SPN13 e SPN8, localizadas no dominio LRR
estdo associadas com o desenvolvimento da DC. Fonte: Lakatos PL. Recent trends in the

epidemiology of inflammatory bowel diseases: up or down?. World J Gastroenterol 2006
October 14;12(38):6102-08.

O NOD2/CARD15 é um receptor de reconhecimento padrao citoplasmatico do
sistema imunitario inato, cujo dominio LRR é responsavel pelo reconhecimento
intracelular de produtos bacterianos de que € exemplo o PTG, encontrado na membrana
de quase todas as bactérias™. O CARD esta envolvido na activacio do NF-«B.

Através do seu dominio LRR, liga-se ao MDP que € o componente
biologicamente activo do PTG, Apés a interaccdo com outras proteinas, 0 NF-kB ¢
activado, com a consequente producdo de moléculas de adesdo (ICAM-1), citocinas
pré-inflamatorias (IL-1, TNF-a, IL-6, IL-12; IL-18) anti-inflamatdrias (IL-10) e
quimiocinas (1L-8)®? (Figura 4).

O NOD2/CARD15 é também responsavel pela expressdo de varias moléculas
protectoras essenciais para uma eficaz eliminagdo bacteriana: as defensinas®?.
Produzidas pelas células de Paneth (um tipo de CEI especializadas), as defensinas sdo

péptidos antibidticos naturais que representam um importante mecanismo de defesa da
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imunidade inata, uma vez que eliminam rapidamente 0s microorganismos, ajudando

assim a prevenir a invasdo bacteriana da mucosa intestinal e mantendo uma homeostasia

intestinal®?,

% k. Intestinal Regru‘::hory
W epithelium
v N Toll-like
D Effector
Bacterial el

antigen

.".,.qtc—c1c —
M...na

. Ay

Receptor-interacting
- protein2

Figura 4 — Mecanismos responsaveis pela activacdo do NF-«kB e suas consequéncias a nivel
da transcricdo genética

A ligagdo de endotoxinas (PTG) ao NOD?2 origina, através de uma cascata de proteinas, a
activacdo do NF-xB que, apds a migragdo para o nlcleo, é responsavel pela producéo de
citocinas pro/anti-inflamatérias, quimiocinas e defensinas. Fonte: Elson CO. Genes,
microbes and T cells — New Therapeutics targets in Crohn’s disease. N Engl J Med 2002 Feb
21; 346(8):614-6
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As mutacdes no gene NOD2/CARDI15 estdo presentes em até 30% dos
individuos com DC®. Os portadores heterozigéticos tém o risco aumentado de doenca
de cerca de 2-4 vezes e os homozigdticos de cerca de 20-40 vezes®?.

Existem trés mutacdes a nivel do gene NOD2/CARD15 que estdo associadas
com a susceptibilidade para a D.C.: L1007fsinsC-SNP13; R702W-SNP8 e G908R-
SNP12¢),

Mais de 90% destas mutacOes estdo localizadas a nivel do dominio LRR, o que
indica que poderdo ter importantes consequéncias no que diz respeito ao
reconhecimento bacteriano®. Além disso, estes polimorfismos podem alterar a
producdo de defensinas e citocinas.

Existem varios modelos propostos para explicar a forma como as muta¢6es no
NOD2 podem estar relacionadas com a DC. No entanto, ainda ndo estdo totalmente
compreendidas e muitas das explicacfes que surgem sdo mesmo paradoxais. Pensa-se
que as diferentes mutac6es originam diferentes fenotipos, que vao desde uma perda a
um aumento de funcio do NOD2/CARD15%).

Como é que uma perda de funcdo, ou seja, uma incapacidade de responder aos
produtos bacterianos desencadeia respostas inflamatdrias? Sabe-se que, as mutagdes que
estdo associadas a uma perda de funcdo originam uma diminui¢do da producdo das
defensinas. Isto permite que as bactérias proliferem e atravessem a barreira epitelial,
entrando em contacto com as CAA da mucosa, responsaveis pela inducdo de uma
resposta inflamatéria Thl exagerada®. Além disso, estas mutacBes tém outras
importantes consequéncias: diminuig¢do do reconhecimento bacteriano e da producéo de
citocinas (IL-1; IL-8) e quimiocinas o que origina um defeito na eliminacdo das
bactérias invasoras e a aumento da susceptibilidade para infeccdes®?; diminuicdo de

citocinas anti-inflamatdrias (IL-10) pelas CD e consequente perda de respostas
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reguladoras; diminuicdo do reconhecimento das bactérias comensais, 0 que evita 0
desenvolvimento de tolerancia a microflora comensal e o desencadeamento de respostas
inflamatérias exageradas®. No entanto, estas teoria ainda sdo muito especulativas e
ndo explicam de forma definitiva a patogénese da doenca. A perda de fun¢do do NOD2
aumenta a susceptibilidade para infeccdes por Listeria monocytogenes®®.

A teoria do aumento da funcdo foi suportado por estudos em modelos animais
que possufam uma mutacdo muito idéntica a variante L1007fsinsC®. Nestes estudos,
demonstrou-se um aumento da activacdo do NF-kB e elevacdo da secre¢do do IL-1
pelos macréfagos, o que contribuiria para um processo inflamatorio caracteristico da
DC®. No entanto, os macréfagos de doentes com Crohn e que possuem a variante
L1007fsinsC ndo tém uma aumento da secrecdo de 1L-1®®. O Quadro 3 faz um resumo

das implicacdes do gene NOD2/CARD15 e respectivas mutacbes na DC.

Pontos chave

As mutacbes no gene NOD2/CARD15 e as suas implicagées na DC

Trés mutagdes no NOD2/CARD15 estdo associadas com o desenvolvimento da
DC: L1007fsinsC-SNP13; R702W-SNP8 e G908R-SNP12

As mutacdes podem originar perda ou ganho de fungcdo do NOD2
Activagdo excessiva do NF-kB em modelos animais aumenta a produgdo de
citocinas inflamatérias, o que contribui para a lesdo do epitélio intestinal; no

entanto esta hipotese ainda ndo esta comprovada em humanos

A diminuicéo da activa¢do do NF-kB origina uma diminui¢ao da producéo das

defensinas, defeito no reconhecimento de bacteriano e de producéo de IL-10.

Quadro 3 — Pontos chave: As mutacdes no gene NOD?2 e suas implicagdes no desenvolvimento da DC
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Tem sido sugerido que as mutacfes no gene NOD2/CARD15 influenciam o
fenotipo da doenca. Estdo associadas com o aparecimento mais precoce da DC, com
doenca localizada a nivel do fleon e doenca fibro-estenosante®?.

Os achados relativos ao papel das mutacbes do NOD2 sdo contraditdrias e mais

estudos sao necessarios para compreender o seu papel na patogénese da DC.

512.TLR

Os TLR constituem uma familia de cerca de onze receptores transmembranares.
A sua estrutura estd representada na figura 5. S&o expressos na superficie dos
mondcitos, macréfagos, CD e CEI®?.

A funcéo de cada um dos TLR e as possiveis interac¢des entre eles e os ligandos

ndo bacterianos ainda ndo esta completamente definida.

TLR4

B D299G
Recognition -#— LRR

T3991

o Bl eeeee |

Figura. 5- Estrutura dos receptores TLR.

Os TLR séo receptores transmembranares constituidos por um dominio LRR , um dominio
TIR e uma regido transmembranar curta (ndo representada na figura). Duas mutacfes —
D299G e T3991 — localizadas no dominio LRR, poderdo estar associadas com respostas
imunitarias desreguladas aos produtos microbianos. O LRR € responsavel pelo
reconhecimento bacteriano e o TIR pela activacdo de toda a cascata de eventos que
desencadeia a activagdo do NF-xB. Fonte: Cario E. Bacterial interactions with cells of
intestinal mucosa: Toll-like receptors and NOD2. Gut 2005 Apr 19;54:1182-93.
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Tal como as proteinas NOD, sdo receptores de reconhecimento padrdo do
sistema imunitario inato da mucosa, que reconhecem diferentes classes de produtos
microbianos e desempenham um importante papel no desencadeamento da resposta
imunitaria inata, na homeostasia intestinal e controlo da infeccdo atraves da activacao
do NF-«xB (Figura 4) e producdo de citocinas inflamatdrias®®. Para além de
reconhecerem 0Ss microorganismos patogénicos, sdo essenciais na identificacdo da
microflora comensal e inducdo da tolerancia oral®®. A interaccio das bactérias
comensais com 0s TLR (nomeadamente 0 TLR2 e TLR4) contribuiu para a manutencgéo
da integridade da barreira epitelial através da producdo de factores tecidulares
protectores, 1L-6 e TNF?". Embora estas citocinas estejam associadas com o
desencadeamento de mecanismos inflamatérios, também desempenham um papel
protector®”,

Diferentes padrdes moleculares activam selectivamente diferentes TLR, tal

como representado na figura 62,

CpG DNA
s RNA

=]
o=
—
=

Figura.6- Varios tipos de TLR e respectivos ligandos. O TLR2 é um receptor para o
peptidoglicano, o TLR3 para dsRNA, o TLR 4 para 0os LPS e o TLR-5 para a flagelina
bacteriana. Fonte: Cario E. Bacterial interactions with cells of intestinal mucosa: Toll-
like receptors and NOD2. Gut 2005 Apr 19;54:1182-93.
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A compartimentalizagdo subcelular dos TLR é um determinante critico da
resposta imunitaria®. In vivo, o TLR5 esta localizado no pdlo basolateral e no apical,
no entanto, o basolateral é o Unico a responder a flagelina com a producéo de citocinas
inflamatdrias. Isto significa que, apenas 0s microorganismos com capacidade invasiva e
ndo as bactérias comensais, desencadeiam uma resposta inflamatéria. Assim, o TLR5 da
superficie basolateral tem a capacidade de detectar a invasdo de uma grande quantidade
de microorganismos numa fase precoce, desde que a flagelina atinja este pdlo da
célula®®,

Num individuo normal, as CEI expressam sobretudo TLR3 e TLR5, enquanto o
TLR2 e TLR4 estdo presentes em menor quantidade, o que permite que estas células
minimizem a resposta as bactérias comensais e que, portanto, co-habitem com uma
elevada concentracdo destas bactérias®®. No entanto, na DC, existe uma diferenca de
expressdao do TLR 4 e TLR3. O TLR3 estd significativamente diminuido na DC
activa®?, enquanto o TLR4 esta muito aumentado, o que significa que vai haver uma
resposta exagerada em relagdo a microflora intestinal®®. O TLR2 e TLR5 permanecem
inalterados.

O gene do TLR4 esta localizado no cromossoma 9. Duas mutagdes que foram
observadas no TLR4 - Asp299Gly e Thr3991l - estdo associadas com o
desenvolvimento da DIl em populagdes caucasianas®”. Tal como no NOD2, podera
haver uma diminuicdo ou ganho de fungdo. A primeira é responsavel pelo aumento da
susceptibilidade a infeccdes, perda de tolerancia as bactérias comensais e diminuicédo da
integridade da barreira epitelial®®. O ganho de funco, origina o desenvolvimento de
respostas pré-inflamatorias excessivas em resposta a concentracdes fisiologicas de

LPS®,
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Como conclusdo, podemos afirmar que os TLR tém pelo menos duas funcdes
distintas: proteccdo contra a infeccdo e controlo da homeostasia e, que estas funcdes
dependem, respectivamente, do reconhecimento de microorganismos patogénicos e
comensais®”. Isto explica porque razdo as citocinas aqui produzidas estdo envolvidas
quer na defesa quer na reparacdo tecidular®”.

No entanto, mais estudos serdo necessarios para confirmar o papel dos TLR e

respectivas mutac6es na patogénese da DC.

A figura 6 descreve as implicacdes das variantes alélicas do NOD2 e TLR na

DC.
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Figura 7 - Implicagdes das variantes alélicas do NOD2 e TLR na DC. Em individuos
saudaveis, o TLR aumenta a funcdo de barreira do epitélio intestinal e a tolerancia oral e
0 NOD?2 contribui para a eliminagdo de microorganismos e diminui¢do da invasdo
bacteriana devido a produgdo de defensinas. Na DC, as mutagfes no TLR e NOD2
alteram todas estas funcdes.

Fonte: Cario E. Bacterial interactions with cells of intestinal mucosa: Toll-like receptors
and NOD2. Gut 2005 Apr 19;54:1182-93.
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CAPITULO VI

6.1 Tolerancia oral

Num ambiente como o intestino, o sistema imunitario da mucosa tem de ter a
capacidade de manter a tolerancia as bactérias comensais e aos alimentos, mas também
desenvolver respostas de defesa perante 0s agentes patogénicos. Varios autores
consideram que, na DC, esta capacidade estd diminuida e que, portanto, existe uma
perda da tolerancia oral®?.

A toleréncia oral em individuos normais é mediada essencialmente pelas CEl,
células Tr, linfécitos B e CD que secretam IL-10, IFN-a/p e TGF-p™Y,

As CEI sdo de enorme importancia para a manutencao desta tolerancia. Com as
suas tight junctions, com a producdo de muco, de imunoglobulinas e de defensinas,
impedem o contacto directo dos antigénios bacterianos comensais com o tecido folicular
e 0 consequente desenvolvimento de respostas inflamatdrias. Além disso, as células M,
um tipo de CEI especializadas, transportam os antigénios para as CD e outras CAA que,
por sua vez, vao induzir uma resposta imunitaria ou uma tolerancia oral ao estimular as
células Tcpa" efectoras (Th1/Th17) ou as células Tr, respectivamente® (Figura8).

Em condicdes fisioldgicas, as CD produzem sobretudo 1L-10, IFN-o/p e TGF-B
que estimulam a accéo das células Tr, contribuindo para a homeostasia intestinal ©.

Na DC, as CD produzem mais IL-12, uma importante citocina que activa as

células Th1, responsaveis pelas respostas inflamatérias“®.
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Figura 8 — Mecanismos de tolerancia oral na DC.

As CEI produzem muco, IgA e defensinas. As células M transportam os antigénios para
as CD e outras CAA que, por sua vez, os apresentam as células T imaturas, a nivel das
placas de Peyer. As CD estimulam o desenvolvimento de uma resposta imunitaria ou de
tolerancia ao promoverem as células T efectoras ou Tr, respectivamente. A IL-10, o IFN-
a/p e 0 TGF-P desencadeiam a formagdo de células Tr, o que contribui para a homeostasia
intestinal. Fonte: Figura adaptada de: O'Hara AM, Shanahan F. The gut flora as a
forgotten organ. EMBO 2006 Feb 23;7:688-93.

Véarios mecanismos moleculares asseguram a tolerancia via TLR, nas CEIl e

outras CAA®?):

+¢ Diminuicdo da expressdo do TLR2 e TLR4, o que limita o desencadeamento
de respostas imunitarias aos antigénios das bactérias comensais;

Expressdo do TLR5 apenas na membrana basolateral;

Reguladores externos expressos pelas CEI que suprimem a acc¢do dos TLR —
Tollip, SIGIRR e PPARG

Activacdo do PPARG pelas bactérias comensais, 0 que tem como

consequéncia a diminuicdo da expressdo do NF-xB mediada pelo TLR e uma
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atenuacdo da inflamacgéo do colon. Esta molécula tem potente actividade anti-

inflamatoria e esta diminuida na DC®.

Assim, qualquer disturbio a nivel destes receptores contribui para uma perda da
tolerancia imunitaria, constituindo por isso, importantes alvos numa terapéutica futura.
Como se pode verificar, as proprias bactérias comensais sdo também essenciais na
manutencdo da tolerancia oral. Na DC verifica-se alteracdo na microflora intestinal.

O balanco entre as células TcD4* efectoras e as células Tr é essencial para a
manutencdo da homeostasia da mucosa®. Os principais tipos de células Tr sido as
células Tr cpa*/cp2s™, Trl, células Th3 e as células TcDs*/cD28". Estas células, através
da producdo das citocinas IL-10 e TGF-B, inibem a producdo de IL inflamatorias pelos
macrofagos e diminuem a activacdo das células Thl e de CAA, podendo constituir
terapéuticas potenciais em doencas induzidas por este tipo de células®®.

Em individuos normais, existe um equilibrio entre as células TcD4" efectoras e
as Tr. No entanto, na DC verifica-se ocorre um desequilibrio entre estes dois tipos de
células: as primeiras com respostas inflamatdrias excessivas e as segundas com
actividade de supressdo inflamatéria diminuida®®.

Polimorfismos no gene NOD2/CARD15 originam um defeito no
reconhecimento da flora, o que contribui para a diminuicdo da tolerancia oral.

O quadro 4 faz um resumo dos principais mecanismos responsaveis pela inducao

da tolerancia oral.
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Pontos chave

Tolerancia oral

A tolerancia oral em individuos normais é mediada pelas CEI, células Tr,

linfocitos B, CD e bactérias comensais

As CEI, com as suas tight junctions, produgdo de muco, imunoglobulinas e
defensinas, impedem o contacto directo dos antigénios bacterianos comensais
com o tecido folicular e o consequente desenvolvimento de respostas
inflamatorias.

As CD estimulam as células Tr devido a produgdo de IL-10, IFN-a/p e TGF-f

Existem diversos mecanismos qua asseguram a tolerancia via TLR

As bactérias comensais activam o PPARG, o que impede activacdo do NF-«xB e a

producdo de citocinas pré-inflamatorias

A existéncia de um equilibrio entre células Tr e efectoras permite a manutencéo

da homeostasia intestinal

Todos estes mecanismos estdo alterados na DC

| Quadro 4 — Pontos chave na tolerancia oral
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CAPITULO VII

7.1 O papel do sistema imunitario na DC

Os grandes avancos cientificos nas ultimas décadas permitiram um profundo
conhecimento no que diz respeito as alteragdes imunitarias observadas na DC. E sem
duvida que essas alteracdes sdo enormes.

Embora os factores genéticos e ambientais contribuam em larga medida para os
disturbios imunoldgicos observados nesta doenca, a compreensdo dos mecanismos

imunitarios ajuda-nos a definir novas bases de tratamento®?.

7.1.1 Imunidade inata

A descoberta da associagdo da DC com mutacbes a nivel dos genes
NOD2/CARD15 e TLR, cujos produtos sdo encontrados em células da imunidade inata,
fez aumentar o interesse por este tipo de resposta imunitariat*®.

Activacdo do NF-xB estimula a expressdo de diversas moléculas relevantes para
a patogénese da DC: IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-23, TNF-0, moléculas de adesdo e
moléculas co-estimuladoras (CD40, CD80, CD86)®?® essenciais para a interacgdo entre
0s varios elementos do sistema imunitario, nomeadamente para activacao das células T.

Na DC, os macréfagos e as CD ndo sO estdo aumentadas em namero, como
também expressam de forma exagerada TLR2 e TLR4, moléculas co-estimuladoras e
produzem mais citocinas pré-inflamatérias como IL-12 e IL-6, com a consequente
activacdo de células Th1®. Além disso, as CD produzem menos IL-10, o que diminui

as respostas reguladoras®. A tabela 2 representa os vérios tipos de citocinas

inflamatdrias predominantemente produzidas pelo sistema imunitério inato.

30




Doenca de Crohn: Etiologia, Patogénese e suas Implicacdes na Terapéutica

Grupos de citocinas inflamatdrias produzidas pelo sistema

imunitario inato na DC

Citocina | Células produtoras Células alvo Efeitos
IL-1 Monocitos/ macrofagos, | Todas as células Aumenta a producéo de
fibroblastos; células moléculas de adeséo;
epiteliais; células B recrutamento de neutréfilos e

macréfagos; aumento da
producdo hepética de proteinas

de fase aguda

IL-6 Monacitos/macréfagos; Células T; células B, Aumento da produgdo de
fibroblastos; células células epiteliais; proteinas de fase aguda;
epiteliais e endoteliais mondcitos/macrofagos | diferenciacéo e crescimento das

célulasTeB

IL-8 Mondcitos/macrdfagos; Neutrofilos; célulasT; Induz a migracéo de neutrdéfilos,
células T; neutrofilos; mondcitos/macrofagos; | mondcitos e célulasT; aderéncia
fibroblastos; células células endoteliais e dos neutrofilos as células
endoteliais e epiteliais basdfilos endoteliais e a libertacdo de

histamina pelos basofilos

IL-12 Macrdéfagos, CD, Células T e NK Induz a formag&o de células Thl
neutrofilos; e aumenta a actividade das

células citotdxicas TcDs+

IL-18 Macrdfagos Células T e B; Aumenta a produgdo de IFN-y;
macrofagos aumenta a citotoxicidade das
NK
IL-23 CD; Células Th17 Estimula a producéo de I1L-17,
mondcitos/macrofagos TNF-a e IL-6
TNF-a. Mongcitos/macrdfagos; Todas as células Aumento da citotoxicidade dos
mastdécitos; basofilos, excepto os eritrécitos leucdcitos; aumento da fungdo
eosindfilos; NK, células das NK; induz a produgdo de
B, célulasT, células citocinas pro-inflamatérias e de
epiteliais proteinas de fase aguda;

recrutamento de neutrofilos;
producdo de moléculas de

adesdo; activacdo da coagulacéo

Tabela 2- Citocinas inflamatorias produzidas pelo sistema imunitario inato na DC. Fonte: Tabela
traduzida de . Fauci AS, Braunwald E, Isselbacher KJ, Wilson JD, Martin JB, Kasper DL, et al,
editors. Harrison’s principles of internal medicine. 17th ed. New York: McGraw Hill, Health;
Professions Division; 2008.
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Note-se que, embora estas citocinas sejam também produzidas por outros tipos
de células, o seu aumento na DC deve-se, sobretudo, ao sistema imunitario inato.

As células de Paneth também tém um contributo importante. Na DC, a mutacgéo
do gene NOD2 diminui a producdo das defensinas por estas células, o que reduz a
resisténcia contra 0s microorganismos entericos.

As moléculas de adesdo, de que sdo exemplo a ICAM-1 e as integrinas, sdo
essenciais para a migracao dos leucocitos para o foco inflamatoério. A sua producéo esta
aumentada na DC.

O TNF-a é um dos mediadores mais importantes nesta doenca. E produzido por
varios tipos de células e tem entre outras funcdes, a producdo de moléculas de adeséo e
citocinas inflamatdrias, apoptose celular, recrutamento de neutréfilos para os locais de
inflamacéo, activacdo da coagulaco e inducio da formagéo de granulomas®®.

Varios estudos demonstraram um aumento do TNF- o no soro, fezes e mucosa
intestinal de individuos com DC®®. Um desequilibrio entre a secrecdo e a inibicdo do
TNF-a poderé estar implicado na patogénese da doenca®). O blogueio do TNF-a por
anticorpos monoclonais (infliximab) diminui as respostas Thl, sendo por isso usado
como uma forma de tratamento eficaz na DC moderada a severa, com melhorias em
termos clinicos e endoscépicos®®.

O TL1A, recentemente identificado como membro da familia do TNF-a, esta
aumentado na DI1®Y. E produzido pelas CD e actua nas células TcD4+, onde estimula a
producdo de IFN-y®Y. Mutages no gene do TL1A aumentam a susceptibilidade para a

DC®Y,
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O sistema imunitario inato tem um importante papel no controlo da invasdo das
bactérias luminais e na prevencéo de respostas pré-inflamatérias de longa duracéo®.

Qualquer falha nestes mecanismos pode estar na origem da DC.

7.1.2 Imunidade adaptativa
O sistema imunitario adaptativo desempenha um papel essencial na patogénese
da DC. A natureza das respostas imunitarias e o tipo de citocinas produzidas esta sob o

controlo genético e determina as caracteristicas do processo inflamatério®?.

7.1.2.1 Respostas das células T e B

Dois tipos de células Tcp4® efectoras, Thl e Th2, causam uma inflamagéo
cronica intestinal, predominando na DC um padréo de respostas Thl e na CU o padrao
Th2. A IL-12 produzido por CAA induz a formacao de células Th1 produtoras de IFN-
vy, IL-2 € TNF-0. Por sua vez a IL-4 estimula a producdo de IL-5 e IL-10 pelas células
Th2®, Os principais tipos de citocinas inflamatérias produzidas na DC pelo sistema
imunitéario adaptativo estdo representados na tabela 3.

Para a inflamacdo na DC, contribui uma resposta exagerada das células Thl aos
componentes da microflora intestinal™. Estas células, tém entre outras funcdes, o
aumento da expressdo de moléculas MHC-1I nas CAA, a activagdo de células T
citotoxicas (TCD8+), activagdo de macréfagos e a producdo de IgG pelos linfécitos B

(Figura 9).
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Citocinas inflamatorias produzidas pelo sistema imunitario

adaptativo na DC

Citocinas | Células produtoras | Células alvo Efeitos

IFN-y Células Th e NK Todas as células Regula a activagdo dos macréfagos e
NK; estimula a secrecdo de Ig pelas
células B; aumenta a expressdo de
moléculas  MHC-II; estimula a

producdo de células Thl

IL-17 Células TCD4+ Fibroblastos, Aumento da secre¢do de citocinas que

endotélio e epitélio | estimulam as respostas Thi;

Tabela 3- Grupo de citocinas inflamatérias produzidas pelas respostas imunitérias adaptativas na
DC. Tabela traduzida e adaptada de Fauci AS, Braunwald E, Isselbacher KJ, Wilson JD, Martin
JB, Kasper DL, et al, editors. Harrison’s principles of internal medicine. 17th ed. New York:
McGraw Hill, Health; Professions Division; 2008.

Para além deste tipo de respostas imunologicas, existe outra que se tem vindo a
dar cada vez mais atencdo: IL-23/IL-17. Estas citocinas estdo aumentadas nos tecidos de
individuos com D.C.%®.

A 1L-23, produzido pelas CAA, tais como as CD e macréfagos, estimula a
producdo de IL-17, TNF-o e IL-6 pelas células Th17®Y (Figura9). A IL-17 tem uma
potente actividade pré-inflamatoria que induz a producéo de citocinas que aumentam as
respostas Thl, quimiocinas, factores de crescimento (G-CSF, GM-CSF, IL-6) e
moléculas de adesdo pelas células epiteliais, endoteliais e fibroblastos®”"

Embora se considere que a DC seja mediada por células Thl devido aos
elevados niveis de IL-12 e IFN-y detectados, novos achados sugerem que a IL-23 € uma

citocina chave na inflamacéo intestinal®"

. Num estudo realizado por Yen D et al,
verificou-se que, em modelos animais, o desenvolvimento de colite estaria suprimido
pela deficiéncia de IL-23 mas ndo de IL-12 e que a administracdo de IL-23 acelera o

inicio de colite®. Esta supressio é devida & subsequente inibicéo da IL-17.
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Apesar destes resultados, o papel das células Thl ndo deve ser excluido, uma
vez que a IL-12/IFN-y e a IL-23/IL-17 séo vias paralelas na DC. No entanto, elas séo

mutuamente exclusivas, uma vez que o IFN-y suprime a IL-17 e vice-versa®®.

IL-23

Dendritic Call
+ 1L-12; 1L-18
Activation of Tyl CD4+ T calls

e

Activation of Th17 cells

IL-2, IFN-y, IL-3 "’_’1
TNF-, TNF-B, GM-CSF
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\ T2 TNF-o; IL-17 ; IL-6
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. |
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Figura 9 —Activacéo do sistema imunitario adaptativo na DC e suas fungoes.

As CD ou outras CAA produzem IL-12 e IL-23, citocinas responsaveis pela activagdo de
células Thl e Th17, respectivamente.

As células Thl, pela producdo de vérias IL, nomeadamente a IL-2, TNF-a e [FN-y, estimulam
a accdo células citotdxicas Tcops+, dos macréfagos e a producédo de 1gG pelos linfocitos B.

As células Th17 produzem IL-17, TNF-o e IL-6. A IL-17 é responsével pela produgdo de
citocinas que promovem as respostas Thl, de quimiocinas, factores de crescimento (G-CSF,
GM-CSF, IL-6) e moléculas de adesdo pelas células epiteliais, endoteliais e fibroblastos
Figura adaptada de Fauci AS, Braunwald E, Isselbacher KJ, Wilson JD, Martin JB, Kasper
DL, et al, editors. Harrison’s principles of internal medicine. 17th ed. New York: McGraw
Hill, Health; Professions Division; 2008.
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Sendo assim, quer a resposta Thl quer o eixo IL-17/IL-23 devem ser
considerados da maior importancia para a patogénese da DC.

A diminuicdo das células Tr, tal como referido anteriormente, contribui para o
desenvolvimento de uma resposta inflamatdria excessiva.

Para além das alteracbes nas células T, também as células B se encontram
afectadas. A producéo de 1gG, principalmente o 1gG2, estd aumentada a nivel sistémico
assim como na mucosa intestinal de doentes com Crohn®?.

A figura seguinte faz um resumo das alteracGes imunitarias na DC

Defective host immunoregulation
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Figura 10 — Defeitos da imunorregulacdo na DC. Respostas imunitérias inatas
inadequadas, quer pelas CAA ou pelas CEIl, induzem respostas inflamatorias
através da secrecdo de quimiocinas e IL pro-inflamatérias. Disfuncdo das células
Tr ou CAA originam respostas T agressivas. Fonte: Sartor RB. Microbial
influences in inflammatory bowel diseases. Gastroenterol 2008;134:577-94.
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7.1.3 Apoptose celular

Um aspecto importante a ter em consideracdo quando se fala dos mecanismos
imunoldgicos na DC, diz respeito & capacidade de expansdo das células Tcb4" efectoras.
Em virtude do grande estado de activacao destas células, um aumento da apoptose é
necessario para manter a homeostase imunitaria intestinal. Na DC ocorre uma
diminuicdo dessa susceptibilidade a apoptose.

Num estudo realizado por Ina K et al, verificou-se que nos doentes com Crohn,
as células T sdo mais resistentes a apoptose induzida pelo antigénio Fas, TNF, 6xido
nitrico e pela deprivacdo de 1L-2®%. Estas anormalidades sdo devidas a uma alteragdo
do balanco Bcl-2/Bax na mucosa. O Bcl-2 contribui para a proteccdo contra a apoptose
enquanto o Bax a promove. Na DC, expressdo do Bax estd diminuida e a de Bcl-2
aumentada®?.

A insuficiente apoptose pode interferir com os mecanismos reguladores da

tolerancia & microflora intestinal e originar uma acumulaco de células TcD4" efectoras,

0 que contribui para a inflamacéo crénica caracteristica da DC.
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CAPITULO VIII

8.1 Disfuncao da barreira epitelial intestinal

Num individuo normal, as bactérias sdo eficazmente excluidas do contacto com
0 sistema imunitario da mucosa por uma barreira epitelial intacta. Desta barreira fazem
parte as células epiteliais, tight junctions, muco, IgA e as defensinas que, juntamente
com outros factores luminais tais como &cido gastrico, enzimas pancreaticas, acidos
biliares e peristaltismo, contribuem para evitar lesdes na mucosa intestinal
(Figura11)™®. Em situagBes normais, qualquer lesdo na mucosa é rapidamente reparada
por mecanismos de restituicdo. S&o os defeitos na barreira epitelial que v@o permitir que
o tecido folicular seja exposto a uma quantidade excessiva de antigénios bacterianos,
com a consequente producdo de citocinas pré-inflamatérias (Figura 11)@®. Evidéncias
do aumento da permeabilidade intestinal sdo encontradas em individuos com DC.

As tight junctions (Figura 12) sdo formadas por uma variedade de proteinas de
que sdo exemplo: a ocludina, moléculas de adesdo juncionais e claudinas que
determinam quais as moléculas que atravessam a barreira epitelial*”. Na DC foram
identificadas alteracdes nestas proteinas?. Alteracdes nas tight junctions permitem que
0s microorganismos ultrapassem a barreira epitelial e contactem com as células
imunitarias.

Factores inflamatdrios como o IFN-y, TNF-a e IL-13 alteram as tight junctions e

s30 responsaveis pela diminuicdo da fungdo da barreira epitelial “?.
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Figura 11 — Barreira epitelial integra vs barreira epitelial alterada.

a — Imunorregulacéo - Da barreira epitelial intestinal fazem parte as CEl, a camada de muco, as
Igs e as defensinas. Todos estes factores contribuem para evitar lesdes ha mucosa intestinal. b-
Disfuncédo da barreira epitelial - Quando existe uma alteracdo na barreira intestinal, as células
efectoras TcD4+ sd0 expostas a uma quantidade excessiva de antigénios bacterianos, o que
origina uma resposta imunitaria destrutiva e lesdo tecidular. Figura adaptada de Braun J, Wei B.
Body Traffic: Ecology, Genetics, and Immunity in Inflammatory Bowel Disease. Annu. Rev.
Pathol. Mech. Dis. 2007;2:401-29
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I Figura 12- Estrutura das Tight junctions. Fonte: www.answers.com/topic/tight
junction

O TNF-a e a IL-13 para além de estimularem a expressdo de uma tight junction
especifica, a claudina 2 que, de forma directa, aumenta a permeabilidade intestinal
devido & formacéo de poros na membrana celular®, também desencadeiam a apoptose
das CEl. O TNF-a e o IFN-y diminuem a expressdo da ocludina (que diminui a
passagem de moléculas na barreira epitelial) e estimulam a MLCK responsavel pela
fosforilagdo da miosina, 0 que altera os componentes do citoesqueleto das tight
junctions®? (Figura13). Terapéutica anti-TNF-a permite restaurar a integridade do
epitélio e diminuir a apoptose dos enterécitos®. Num estudo realizado em 2007 por
Zeissig S et al, verificou-se que, na DC, a claudina 2 estd aumentada e as proteinas que
reforcam a barreira epitelial — claudina 5, claudina 8 e ocludina tém a sua expresséo

diminuida®?.
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Figura 13 — Activacdo da MLCK na DC. O TNF-a e o IFN-y produzidos pelos
macréfagos (6) e células Thl CD4+ (4), estimulam a MLCK responsavel pela
fosforilagdo da miosina, 0 que altera 0os componentes do citoesqueleto das tight
junctions. Fonte: www.nature.com

As CEIl constituem uma barreira fisica a passagem de microorganismos e
produzem factores que excluem as bactérias da lamina propria — muco, IgA, IgG e as
defensinas. Mutacbes no gene NOD2 diminuem a sua producdo, tendo como
consequéncia 0 aumento da susceptibilidade as infeccdes. Além disso, alteracbes nos
receptores TLR e na flora comensal reduzem a funcédo de proteccao da barreira epitelial.
Dois genes associados com a DC e que afectam a permeabilidade da mucosa foram
identificados: OCTN e DLG5. As mutacdes no gene do OCTN diminuem a oxidacgao
dos acidos gordos e aumentam o transporte de catides organicos para o interior da
célula, o que promove a lesdo celular, enquanto as mutacdes no gene DLG5 alteram a
producdo de proteinas envolvidas na manutencdo da integridade epitelial®.
Resumindo: A manutencdo da funcdo da barreira epitelial é essencial para a
homeostasia intestinal e qualquer factor que altere esta barreira favorece o

desenvolvimento de respostas inflamatorias.
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Capitulo IX

9.1 O papel dos microorganismos na patogénese da DC

9.1.1 Microflora intestinal

A microflora intestinal é constituida por um conjunto complexo de bactérias

essenciais para a satde normal de um individuo. A sua concentracdo e complexidade

aumentam do estbmago até ao c6lon, onde sdo atingidas as mais altas concentragdes de

bactérias (10™-10" organismos/grama)“® (Figura 14).

Stomach 0 - 102 \
Lactobacillus \ X
Candida
Streptococcus _

Helicobacter pylori

Peptostreptococcus
-Colon 1011- 1012
Bacteroides
Clostridium groups IV and XIV
Bifidobacterium
Duodenum 102 ~ Enterobacteriaceae
Streptococcus
Lactobacillus
Y\ "Jejunum 102
‘ Streptococcus
\ Lactobacillus

Distal ileum 107 - 108
Clostridium * Proximal ileum 108
Streptococcus Streptococcus
Bacteroides Lactobacillus
Actinomycinae
Corynebacteria

Figura 14 — Distribuicdo dos diferentes tipos de bactérias pelos segmentos do TGI.
O seu numero e complexidade aumentam do estdmago ao célon. Fonte: Sartor RB.
Microbial influences in inflammatory bowel diseases. Gastroenterol 2008;134:577-94.
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Mais de 99% de todos estes microorganismos pertencem a quatro divisdes de
bactérias®®:  Firmicutes (64%), Bacteroidetes (23%), Proteobacteria (8%), e
Actinobacteria. Os géneros Clostridium, Streptococcus e Lactobacillus constituem o
primeiro grupo; a E.coli pertence a divisdo Proteobacteria e do ultimo fazem parte os
géneros Actinomyces, Corynebacterium e Bifidobacterium.

A microflora intestinal forma uma barreira de defesa natural e exerce numerosos
efeitos protectores, estruturais e metabolicos no epitélio intestinal, tal como indicado no

quadro 5.

Funcdes da microflora intestinal

Sintese de aminoécidos e vitaminas (folatos, biotina, Vitamina Ke vitaminas do

complexo B)

Producdo de &cidos gordos de cadeia curta (butirato) a partir de fibras da dieta
(Clostridium e Bifidobacterium). Estes acidos gordos tém caracteristicas anti-
angiogenicas e anti-proliferativas e constituem a principal fonte de energia dos

enterécitos™®

Atenuacdo das respostas pré-inflamatorias induzidas por bactérias patogénicas,
devido ao aumento do PPARG (fig.15)“¥

Inducdo e manutenco das células reguladoras TCD4+CD25+ “°)

Manutencdo da integridade do epitélio intestinal através da interac¢do com o0s

receptores TLR“®

Producdo de factores anti-microbianos, por exemplo acido lactico e

bacteriocinas®?

Quadro 5- Func¢8es da microflora intestinal
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Figura 15- Acgdo da flora comensal na atenuagdo das respostas pro-inflamatérias
induzidas por bactérias patogénicas.

As bactérias patogénicas activam a quinase IkB, promovem a degrada¢do do IxBa
e a migracdo nuclear das sub-unidades p55 e p65 do NF-kB. Algumas bactérias
comensais activam o PPARG que impede activacdo do NF-kB devido a exportagdo
nuclear de uma das suas subunidades, o p65. Outras bactérias comensais inibem a
degradacdo do IkBa e a activagdo da quinase IkBa Fonte: O"Hara AM, Shanahan
F. The gut flora as a forgotten organ. EMBO 2006 Feb 23;7:688-93.

Apesar de todas estas importantes fungdes, 0s microorganismos que constituem
a flora intestinal podem ser responsaveis pelo desenvolvimento da DC em individuos
geneticamente predispostos e no contexto de uma desregulacdo imunitaria. Desde que
varios modelos animais geneticamente alterados ndo desenvolvem colite na auséncia de

microorganismos, que cada vez mais a microflora intestinal tem sido considerada como
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um dos mais importantes factores no desenvolvimento da DC“”. No entanto, o papel
exacto da microflora ainda ndo esta totalmente estabelecido.
Existem algumas diferencas na composi¢do da microflora em individuos com

DC comparativamente com individuos saudaveis (Tabela 4).

Individuos normais Individuos com DC
Elevada biodiversidade Baixa biodiversidade
Microbiota estavel Disbiose
Aumento dos agentes comensais Aumento de agentes patogénicos
Elevada quantidade de Firmicutes Diminuicdo da  quantidade de
Firmicutes

Tabela 4- Diferencas entre 0s microorganismos intestinais de individuos normais e com DC.
Tabela traduzida de: Shih DQ et al 2008.

Na DC, a reducdo da biodiversidade em cerca de 30-50% resulta de uma
diminuicdo das bactérias anaerébias normais tais como Bacteroides fragilis,

@8 para além do Lactobacillus,

Bacteroides vulgatus, Eubacterium e Lactobacillus
verifica-se uma reducdo de bactérias do género Clostridium®”, importantes produtoras
de butirato, 0 que tem consequéncias no aumento da fragilidade do epitélio intestinal
(Figural6). A biodiversidade é importante, porque permite que varios processos, como
por exemplo, a producdo ou quebra de nutrientes sejam asseguradas e, além disso, evita
flutuacdes caoticas das subpopulacBes bacterianas, o que impede a lesdo da mucosa
intestinal ®®.

Varios agentes patogenicos sdo aqui encontrados com maior frequéncia e estéo

associados com o desenvolvimento da DII: Pectinatus, Sutterella, Fusobacterium,
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Verrucomicrobium,  Clostrodia, = Mycobacterium  paratuberculosis,  Listeria
monocytogenes e Helicobacter hepaticus®®. Esta alteragdo na composicdo da
microflora intestinal é designada disbiose. Gera-se um desequilibrio entre as espécies
comensais e as bactérias agressivas, o que contribui para o desenvolvimento de um
ambiente pro-inflamatério e uma inflamacdo intestinal crénica em individuos

susceptiveis™? (Figural6).

Abnormal microbial composition

LPS o Flagellin g
d’-& }i\\,‘ R Q% P ' CQ.‘Q CpG
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\;:,;/‘ (\“’(;} * Ag \)(\/\/\Lw
Ag A & % J“j»
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\ & ATNE, IL-1,
! 6,12,23

Figura 16 — Composicdo anormal da microflora intestinal e seus efeitos.

A diminuicdo da producdo de bactérias protectoras que produzem butirato
pode aumentar a permeabilidade intestinal. Por sua vez, o aumento das
bactérias agressivas estimula o desenvolvimento de respostas imunitarias
patogénicas ou o aumento de metabolitos tdxicos como o hidréxido sulfirico
que bloqueia a producdo de butirato e aumenta a permeabilidade intestinal.
Fonte: Sartor RB. Microbial influences in inflammatory bowel diseases.
Gastroenterol 2008;134:577-94.
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Véarios componentes da dieta podem alterar a composicdo das bactérias
comensais, 0 que pode explicar o aumento da incidéncia da DC na ultima metade do
século XX, Apesar das diferencas encontradas na microflora, é preciso ter em
atencdo que a disbiose em pacientes com DC pode ndo ser a causa, mas simplesmente
reflectir as diferentes condicGes ecoldgicas que surgem como resultado da mucosa
intestinal inflamada®®.

Vaérios estudos realizados consideram que a microflora comensal normal €
essencial para o desenvolvimento de uma colite experimental: a inflamacdo nao se
desenvolve em ambientes estéreis, mas uma vez introduzida a flora normal, uma
inflamacdo é rapidamente desencadeada®. Existem um conjunto de evidéncias que
implicam as bactérias comensais na patogénese da DC e estdo descritas no Quadro 6.

Porque ocorre uma resposta anormal as bactérias comensais normais ainda néao
estd totalmente claro, mas perturbacdes no seu reconhecimento (por mutacdes no gene
NOD2 e TLR) podera ser uma das explicacoes.

Concluindo: apesar das importantes fungdes, as bactérias comensais tém também
um importante contributo para a patogénese da DC, embora ainda ndo totalmente

estabelecido.

9.1.2 Agentes patogénicos especificos

Uma das hipéteses etioldgicas para o desenvolvimento da DC considera que esta
doenga é causada por uma infeccdo persistente por um microorganismo especifico.
Véarios agentes patogénicos tais como Chlamydia trachomatis, Mycobacterium
paratuberculosis, CMV, E.Coli, Listeria monocytogenes, Yersinia, Helicobacter,

Saccharomyces cerevisiae, Pseudomonas maltophilia, Mycobacterium Kansasii,
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Chlamydia Trachomatis, tém sido apontados como possiveis causas“®. No

entanto, ainda existe muita controvérsia nesta relacao.

Evidéncias que implicam as bactérias comensais no

desenvolvimento da DC*“?

Na maioria dos estudos com modelos animais, a inflamacdo intestinal néo se

desenvolve na auséncia de bactérias comensais

As lesdes na DC ocorrem principalmente nos segmentos com as mais altas

concentracdes de bactérias: ileon e colon

Os antigénios bacterianos estimulam respostas das células Thl e Thl7

Na DIl existe uma grande concentracdo de bactérias em contacto com o

epitélio intestinal

O desvio cirargico do transito intestinal previne o reaparecimento da DC; a sua

restauracao induz recorréncia

Modulacdo da flora entérica com antibioticos e probidticos atenua a inflamacéo

Quadro 6 - Evidéncias que implicam as bactérias comensais no desenvolvimento da DC.
Adaptado e traduzido de: Sartor RB. Microbial influences in inflammatory bowel diseases.
Gastroenterol 2008;134:577-94.

9.1.2.1 Mycobacterium avium paratuberculosis
O MAP (Figural7) é o agente que mais tem sido alvo de investigacdes no
sentido de se estabelecer alguma relagdo com a DC. E uma micobactéria atipica, que

causa a doenca de Johne, uma infecgdo sistémica e uma inflamacédo crénica do intestino
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que afecta os ruminantes e outros animais, e
que é muito idéntica a DC. Mas os resultados
dos wvarios estudos realizados tém sido
controversos. Ha& quase 90 anos que a
comunidade cientifica ainda discute este

problema, ndo conseguindo chegar a nenhum

consenso. Por isso, nos quadros seguintes

. Figura 17— Mycobacterium avium
(Quadros 7 e 8) sdo apresentados 0S | paratuberculosis.

Fonte: www.johnes.org/sheep/fags.html
argumentos a favor e contra esta associacéo,
reunidos por Sartor RB e adicionando-se outros também relevantes.

Embora existam evidéncias que nos permitem afirmar que o MAP ndo esta
implicado na DC, existem outras que ndo nos permitem excluir com toda a certeza a
possibilidade desta associacdo. Sartor RB considera que, para por fim a todas estas
especulacbes, é essencial o desenvolvimento de estudos cuidadosamente planeados,
com técnicas de deteccdo sensiveis e especificas e postos em préatica por investigadores
sem ideias pré-concebidas sobre este tema, no sentido de determinar se esta bactéria é a
causa da DC em individuos geneticamente predispostos ou, se pelo contrario, apenas
coloniza a mucosa ulcerada destes doentes, ndo sendo a responsavel pelo desencadear
da inflamag&o®?.

Além disso, seria fundamental uma melhor compreensdo da relagdo do MAP
com a DC e do beneficio da utilizacdo de agentes anti-micobacterianos e apostar em
investigagOes sobre a influéncia do NOD2/CARD15 na infeccdo ou na eliminagdo

intracelular do MAP“?. Tendo em consideracéo que a prevaléncia da DC tem vindo a

aumentar, torna-se pois imperativo resolver este paradigma.
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Argumentos a favor

Semelhancas clinicas e patoldgicas entre a DC e a doenca de Johne

O ADN da bactéria foi detectada em doentes com DC por métodos de cultura, PCR e
FISH.

Hemoculturas positivas do MAP em individuos com DC.

Anticorpos contra proteinas do MAP foram identificados na DC.

Identificacdo da bactéria em amostras de leite materno, leite de vaca pasteurizado e seus
derivados

Mais de 70% dos individuos com DC sdo portador de pelo menos uma mutagao no gene
NOD2/CARDI15 e estdo infectados com o MAP®?. Uma deficiente funcdo do gene
permite a aderéncia e invasdo epitelial e resulta numa clearance ineficaz do

microorganismo

Respostas terapéuticas a uma combinag&o de farmacos anti-tuberculostaticos que

incluem antibiéticos macroélidos

Quadro 7- Argumentos a favor da associagdo do MAP com a DC. Tabela adaptada e traduzida de
Sartor RB. Does Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis cause Cronh’s disease? Gut
2005;54:896-98.
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Argumentos contra

Diferencas clinicas e patologicas entre a DC e Doenga de Johne

Falta de suporte epidemioldgico em relacdo a transmissibilidade da infeccéo.

Proliferacdo do MAP com a terapéutica anti-TNF-o e corticoterapia e com a infeccdo

concomitante por VIH

Auséncia de diferengas na serologia entre os pacientes com DC (37,8%), CU (34,7%) e os

casos controlo (33,6%) "

Incapacidade de deteccdo da membrana celular micobacteriana pela coloracgéo

imunohistoquimica

Variabilidade na detec¢do do MAP por PCR — 0-100% na DC e CU

Auséncia de respostas terapéuticas aos antibioticos anti-micobacterianos tradicionais

As mutagdes no gene NOD2/CARD15 estdo associadas com uma doenca fibro-estenosante
e de aparecimento precoce, localizada preferencialmente a nivel do ileon. No entanto, o
MAP foi detectado pincipalmente a nivel do célon, ndo se encontrando associado nem com

DC mais precoce nem com doenga estenosante.

Os resultados positivos obtidos em vérios estudos que comprovam a associacdo do MAP
com a DC, podem ser devidos a identificacdo de sequéncias de outras bactérias, sequéncias

essas que também sdo encontradas noutros ambientes e micobactérias®?

O MAP pode contaminar os meios de cultura ou as varias sequéncias de ADN obtidas por
PCR. Qiurke P verificou que os seus resultados positivos ndo eram confirmados quando

utilizava métodos que evitavam a contaminacéo pela bactéria®?.

Quadro 8 - Argumentos contra a relagdo do MAP com a DC. Tabela adaptada e traduzida de Sartor
RB. Does Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis cause Cronh’s disease? Gut
2005;54:896-98.
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9.1.2.2 Escherichia coli aderente - invasiva

A E.coli (Figural8) é uma bactéria gram-negativa com importantes funcdes na
manutencdo da homeostasia intestinal e que raramente causa doenca. No entanto,
existem algumas estirpes patogénicas que tém
a capacidade de desencadear potentes
repostas inflamatorias.

Varios estudos demonstraram a
associacdo da DC com uma estirpe de E.coli

com propriedades invasivas — ECAI -

LF8264%%_ Foi identificada em 65% de todas

as resseccoes do ileon e em 36% das bidpsias

Figura 18- E. coli. Fonte:

do ileon terminal em individuos com DC(43) www.flickr.com/photos/ajc1/2125064794/

Esta bactéria adere atravées das pili tipo 1 a CEACAMG6 que, na DC, € expressa
de forma patolégica pelas CEI®?. Apés esta adesdo, a interaccdo da flagelina com o
TLR5 dos enterdcitos, desencadeia a libertagdo de quimiocinas (IL-8) e a consequente
migracao de leucdcitos. A capacidade invasiva das bactérias permite-lhes ultrapassar a
barreira epitelial e multiplicar-se no interior dos macréfagos onde induzem a producao
de TNF-a e IFN-y (Figural9). A acgao destas citocinas nos enterdcitos, juntamente com
a invasdo pela bactéria, induz a sobre-expressao da CEACAMG6 na superficie da
mucosa, o que amplifica a colonizaco e inflamagao“?(Figura 19).

A ECAI estd envolvida na formacdo de granulomas: pensa-se que a bactéria
induz a formacdo de células gigantes multinucleadas através da fusdo dos macréfagos e
estimula o recrutamento de linfocitos, formando-se agregados de células muito idénticos

aos granulomas epiteli6ides®.
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Figura 19- Mecanismos de lesdo da bactéria ECAI nas CEI.

(1)- A expressdo anormal da CEACAMS6 na mucosa do ileon de individuos com DC
permite (2) que a ECAI possa aderir @ mucosa (3) e invadi-la (4). A interac¢do da
flagelina com o TLR5 dos enterécitos, desencadeia a libertagdo de quimiocinas e a
consequente migracdo de macrofagos. Apo6s a invasdo do epitélio, as bactérias
multiplicam-se no interior dos macréfagos (5), onde estimulam a produgdo de TNF-o e
IFN-y (6). Estas citocinas, juntamente com a invasdo bacteriana, estimulam a expressao
da CEACAM 6 na superficie epitelial. Figura adaptada de: Barnich N, Darfeuille-
Michaud A. Role of bactéria in the etiopathogenesis of inflammatory bowel disease.
Worlf J Gastroenterol 2007 Nov 14;13(42):5571-76.

Em individuos geneticamente predispostos, a bactéria ECAIl esta altamente
associada a uma lesdo da mucosa do ileon devido a uma expressdao aumentada da
CEACAMS neste segmento®®®

A diminuicdo da producdo de defensinas pelas mutagfes no NOD2, juntamente
com o aumento da expressdo da CEACAMSG, facilitam a colonizacdo das bactérias e o

desenvolvimento de processos inflamatdrios tdo caracteristicos da DC®® (Figura 20).
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Figura 20 — Comparagdo na expressdo da CEACAMG6 em individuos normais e naqueles
com DC. Doentes com aumento da expressdo da CEACAMG6 e com mutagdes no NOD2,
sdo aqueles com maior probabilidade de lesdo epitelial.

Fonte: Barnich N, Darfeuille-Michaud A. Role of bactéria in the etiopathogenesis of
inflammatory bowel disease. Worlf J Gastroenterol 2007 Nov 14;13(42):5571-76.

9.1.2.3. Bactérias psicotrépicas

A “hipotese da corrente fria” considera que a DC resulta do aumento da
exposicdo a microorganismos que sobrevivem a baixas temperaturas — bactérias
psicotrdpicas, de que sdo exemplo a Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica,
Clostridium botulinum e Bacillus cereus“®). A utilizagéo da refrigeracéo na preparagéo e
armazenamento dos alimentos teve como consequéncia 0 aumento da ingestdo destes
microorganismaos.

Varios estudos demonstraram a presenca da Yersinia enterocolitica ou Yersinia.
pseudotuberculosis em doentes com Crohn, embora considerem que mais trabalhos
sejam necessarios para confirmar esta hipotese®”. A Yersinia enterocolitica estimula a
libertacdo de citocinas inflamatorias, invade as placas de Peyer, estimula a producgéo de
microabcessos e a ulceracdo do epitélio intestinal®?. Em relagdo ao envolvimento da

Listeria monocytogenes, mais estudos sdo necessarios para confirmar a sua relagdo com
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a DC. No entanto, sabe-se que a deficiéncia de NOD2 e a consequente diminuicdo da
producdo de defensinas em modelos animais aumenta a susceptibilidade para a infeccao

desencadeada por este microorganismo®?.

9.1.2.4 Virus

Os paramixovirus, 0 CMV e o VEB tém sido apontados como possiveis agentes
no desencadeamento da DC.

Os achados de particulas de paramixovirus na DC é um argumento a favor da
possivel correlacdo dos virus com esta doenca. Wakefield AJ et al referem que o virus
do sarampo é capaz de originar uma infeccao intestinal persistente e que a DC pode ser
causada por uma vasculhe granulomatosa em resposta a estes virus®®. Ha outros
estudos que consideram que uma histdria de sarampo em crianca é mais frequente em
doentes com Crohn, mas que esta relacdo permanece por definir®®. Também Thompson
et al estabeleceram uma possivel associacao entre a vacinacao contra o sarampo e a DC,
tendo verificado que o grupo vacinado tem um risco trés vezes superior de desenvolver
a doenca®.

Um trabalho realizado em 2007 ndo consegui comprovar estas hip6teses®?.
Verificou-se que a seropositividade para os paramixovirus é idéntica nos doentes
controlo, nos pacientes com DC assim como na CU, o que pde em causa a relacdo entre
a aquisicdo de sarampo, papeira ou rubéola (por infeccdo natural ou vacinacdo) e a
DC®Y. O declinio progressivo da infeccdo pelo virus do sarampo na dltima década e o
aumento concomitante da DIl nesse mesmo periodo, coloca em causa o papel etiologico
deste virus na DC®.

Também existe muita controversia em relacéo a possivel relacdo com o CMV e

VEB, sendo por isso necessérias mais investigacdes®?.
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CAPITULO X

10.1 Tratamento médico baseado na etiologia e patogénese

A DC nédo é curavel médica ou cirurgicamente, por isso, 0s objectivos da
terapéutica continuam a ser a inducdo e manutencdo da remissdo, restabelecimento e
manutencao de um bom estado nutricional e melhoria da qualidade de vida®. A escolha
depende da severidade e localizacdo da doenca, dos seus efeitos secundarios, se se
pretende induzir uma remissdo ou se € necessaria uma terapéutica de manutencdo, de
aspectos emocionais e sociais, e da eficAcia comprovada e perfil de seguranca dos
farmacos®.

Em termos gerais, os farmacos mais usados para controlar esta doenca séo 0s
aminossalicilatos, os corticoides, antibidticos, os imunossupressores e as terapéuticas
biolégicas. No entanto, ainda ha casos que ndo respondem totalmente a estas
terapéuticas. Os salicilatos, o budenosido e os antibi6ticos sdo os farmacos mais usados
como primeira linha na DC com actividade ligeira, enquanto 0s imunossupressores,
infliximab e corticOides sistémicos estdo reservados para 0s casos de actividade
moderada a grave®

De seguida, sdo descritas as varias terapéuticas usadas actualmente tendo em

conta a etiologia e patogenese da doenca

10.1.1 Aminossalicilatos
Os aminossalicilatos (sulfassalazina, messalazina) sdo farmacos usados ha longa

data na indug&o da remissdo e manutencéo da DC ligeira.
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Estes farmacos tém multiplos efeitos anti-inflamatdrios, incluindo a inibicao da
cicloxigenase, lipoxigenase, células B e citocinas inflamatorias. Os agentes 5-ASA
activam o PPARG que inibe a activacdo do NF-«kB e 0 consequente desenvolvimento de
respostas inflamatérias®?.

No entanto, a sua eficacia tem vindo a ser questionada, principalmente a
messalazina, um dos farmacos mais usados na terapéutica da DC. Isto coloca em duvida
se realmente vale a pena utilizar este agente. Mas o facto é que nos diversos estudos
efectuados, a percentagem de respostas a messalazina foi superior ao grupo placebo, o

que significa que podera haver um beneficio que, embora pequeno, poderd ser

importante nestes doentes®.

10.1.2 Glucocorticéides

Os corticoides topicos ou sistémicos sdo potentes agentes usados no tratamento
de varias formas de DC. Ligando-se a receptores intra-citoplasmaticos em varios tipos
de células (leucocitos e ceélulas endoteliais), os corticoides podem atravessar a
membrana nuclear e interagir com sequéncias de nucledtidos, reduzindo a producéo de
acido araquidonico, de leucotrienos, prostaglandinas e citocinas inflamatdrias, assim
como inibir o NF-kB®. Além disso, diminuem o recrutamento e proliferacdo de
linfocitos, mondcitos e macrofagos e a migracdo dos neutrofilos para os locais de
inflamagdo®?.

Relativamente a sua utilizacdo na DC, a Associacdo de Gastrenterologia
Americana faz as seguintes recomendacdes®?:

% Doenca leve a moderada: o budenosido (corticoide sintético com accao topica,
com pouca biodisponiblidade e reduzida toxicidade sistémica) esta indicado no

tratamento da doenca com localizag¢do no ileon ou no colon direito;
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++ Doenca moderada a severa: corticdides sistémicos, tais como a prednisona, sao a
terapéutica de primeira linha. No entanto, o budenosido constitui uma razoavel
alternativa terapéutica de primeira linha em doentes com DC activa com
actividade moderada com localizacdo ileal ou ileo-colica, 0 que evita os efeitos
secundarios dos corticéides sistémicos®.

%+ Doenca severa e fulminante: hospitalizacdo para administracdo de corticoides
parenterais estad indicada quando ha falha na resposta aos corticoides orais ou em
doentes com DC severa

 Na terapéutica de manutencdo, os corticoides convencionais nao sao eficazes,
mas o budenosido podera ser utilizado como manutencdo a curto prazo (3

meses) na DC ileo-cecal leve a moderada.

De notar que, a curto prazo e no contexto de DC activa moderada a grave, 0s
corticoides juntamente com o infliximab sdo os agentes terapéuticos mais eficazes®.

A inducdo da remissdo clinica com os corticoides oscila entre 46-92%. No
entanto, o beneficio terapéutico destes farmacos é contrabalancado pelos seus efeitos
secundarios - hiperglicémia, cataratas sub-capsulares, acumulacdo de fluidos, estrias
abdominais®.

Uma vez alcancada a remissdo clinica, a dose dos corticoides deverd ser
diminuida gradualmente. Cerca de 80% dos doentes tratados com corticdides tornam-se
dependentes ou sdo refractarios a esta terapéutica, pelo que se devem considerar

tratamentos alternativos tais como imunossupressores (AZA ou 6-MP) ou infliximab®.
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10.1.3 Antibioticos

Tendo em conta que a evidéncia do papel das bactérias na patogénese da DC tem
aumentado, os antibidticos poderdo ser considerados possiveis terapéuticas. Dois
antibioticos tém sido estudados no sentido de determinar a sua eficacia como tratamento
de inducdo da remissdo e na manutencdo da DC: o metronidazol e a ciprofloxacina.
Estes dois farmacos actuam nos microorganismos gram-negativos e tém uma accao
imunomoduladora que ainda ndo esta bem esclarecida. Ndo ha, contudo, evidéncia que
nos permita a sua utilizacdo como terapéutica de primeira linha na DC com actividade
ligeira®. No entanto, o metronidazol podera ter um papel importante na doenca
localizada no c6lon®.

Tém sobretudo um importante papel na terapéutica das complicacbes sépticas,
no sobrecrescimento bacteriano e na doenca perianal, nomeadamente as fistulas®. Estes

antibidticos ndo sdo usados como terapéutica de manutencao.

10.1.4 Imunossupressores

Varios imunossupressores tém sido usados no tratamento da DC com actividade
moderada a grave: a AZA, a 6-MP e o MTX.

A 6-MP e a AZA (convertida em 6-MP) sdo dois imunossupressores membros
da classe das tiopurinas, com inicio de accdo lento (cerca de 3 meses) e eficacia
demonstrada no tratamento da DC?.

Estes agentes interferem com a sintese de acidos nucleicos, tém efeitos anti-
proliferativos nos linfécitos activados e induzem a apoptose destas células®?.

Para além de induzirem a remissao e poderem ser utilizados como terapéutica de
manutencdo da DC moderada a severa, permitem a poupanca de corticoides em doentes

corticodependentes®. S&o moderadamente eficazes na diminuicdo da recorréncia pés-
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operat6ria®. Alguns estudos referem alguma eficacia no tratamento e cura das fistulas
perianais e entéricas®. As tiopurinas induzem a remisséo clinica em 60% dos doentes e
a sua manutenc&o em mais de 50% dos casos, aos 5 anos®®.

Ainda existe alguma controvérsia no que diz respeito ao tempo de duracdo em
que as tiopurinas podem ser utilizadas na DC em remisséo prolongada®. Hé autores que
questionam o seu uso prolongado, mas ha estudos que demonstram que, em doentes
tratados com AZA pelo menos durante 42 meses, a taxa de recidiva naqueles que
suspenderam o tratamento é o triplo daqueles que mantiveram o esquema terapéutico®.

A AZA e a 6-MP apresentam um conjunto de efeitos secundarios que podem ser
dose-dependentes (tipo A) — associados a producdo de metabolitos potencialmente
toxicos: mal-estar, nauseas, complicacdes infecciosas, hepatite e mielossupressdo — e
dose-independentes (tipo B) — febre, rash e artralgias®®. A pancreatite ocorre em 3-4%
dos doentes e é uma reaccéo idiossincratica®. A utilizacdo destes agentes podera estar
associada a um aumento de cerca de quatro vezes de desenvolver linfoma, em
comparacdo com a populacdo em geral, o que podera ser explicado pela leucopenia
prolongada®?.

Antes do inicio da terapéutica recomenda-se a genotipagem da tiopurina
metiltransferase (embora ndo acessivel em Portugal), uma vez que a deficiéncia
homozigdtica desta enzima potencia os efeitos adversos da 6-MP e da AZA®Y. Além
disso, deve ser feita uma monitorizacdo periédica do hemograma e das enzimas
hepaticas todas as semanas durante o primeiro més e depois mensalmente®?.

O MTX é um analogo do folato e um inibidor da diidrofolato redutase,
resultando numa diminuicdo da sintese do ADN. Além disso, tem propriedades anti-
inflamatdrias, incluindo a diminuicdo de citocinas e apoptose dos linfocitos

activados®®?.
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E uma alternativa as tiopurinas no tratamento da DC corticorresistente ou
corticodependente. Tem uma accdo mais rapida que as tiopurinas e € eficaz na indugéo
da remissdo da DC moderada a severa e poupanca de corticoides®. Também pode ser

®3) O MTX é relativamente bem tolerado,

usada como terapéutica de manutencédo
embora com potenciais toxicidades: leucopenia e fibrose hepatica, pelo que, também

aqui, se recomenda uma avaliagdo periédica do hemograma e funcéo hepatica®.

10.1.5 Terapéuticas bioldgicas

A compreensdo do importante papel das citocinas na patogénese da DC,
juntamente com as novas tecnologias dos anticorpos monoclonais, tornou possivel o
desenvolvimento de um novo grupo de farmacos conhecidos como agentes
bioldgicos®Y. S&o anticorpos monoclonais que blogueiam selectivamente as moléculas
implicadas no processo inflamatoério. Desde 1997, data em que o infliximab se tornou
disponivel no mercado, que o uso generalizado destes agentes nos Gltimos anos ofereceu
uma solucdo clinica importante a doentes anteriormente considerados intractaveis®.
Apesar de existirem varias moléculas em fase de investigacdo, o infliximab é o Unico
disponivel no mercado.

O infliximab é um anticorpo monoclonal quimérico (um componente humano e
outro animal) 1IgG1 com elevada especificidade e afinidade para 0 TNF-a, uma citocina
chave na patogénese da DC. Blogueia 0 TNF-a no soro e na superficie das células e
provoca a lise dos macrofagos produtores de TNF-a e células T através da fixagdo do
complemento e citotoxicidade dependente de anticorpos®.

E usado no tratamento de inducdo e manutencdo da remissdo clinica em doentes
com DC moderada a grave, com resposta inadequada a terapéutica convencional

(corticoides e imunossupressores) assim como na DC fistulizante®. Varios estudos
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demonstraram a eficacia do infliximab na inducdo da remissdo em doentes com DC
activa. Na terapéutica de inducdo da remissdo, a dose de infliximab recomendada € de
5mg/Kg endovenoso, as 0, 2 e 6 semanas®.

Em 2002, num ensaio multicéntrico alargado, ficou comprovada a superioridade
do infliximab relativamente ao placebo, na obtencdo da remisséo clinica as 30 semanas,
assim como na manutencdo da resposta®. Também se verificou que os seus beneficios
se mantém a longo prazo nos doentes medicados com o regime de manutencdo®: A
terapéutica de manutencdo com periodicidade regular (oito em oito semanas) quando
comparada com a episddica tem resultados superiores na manutencdo da remissdo
clinica, na melhoria da ulceracio da mucosa® (embora a correlagéo entre as respostas
clinicas e endoscépicas fosse fraca), menor formacdo de anticorpos e menor nimero de
hospitalizacdes e actos cirrgicos®. Por isso, actualmente o regime de manutencdo
periddico € o mais utilizado.

Devido a imunogenicidade, o infliximab pode originar a formacéo de anticorpos
anti-quiméricos humanos em 30 a 75% dos doentes®, o que esta associado com um
maior risco de reacc@es de infusdo, diminuicdo da concentracdo do farmaco e, portanto,
com uma menor resposta ao tratamento®?. A reaccdo de infusdo pode ocorrer como
uma reaccdo alérgica/anafilatica ou reaccdo de hipersensibilidade®’. Este tipo de
reaccdo pode diminuir com uma dose tripla de infuséo seguida por uma terapéutica de
manutencdo, administracdo adicional de imunossupressores e glucocorticoides e pre-
tratamento com hidrocortisona®. No entanto, o papel concomitante com o0s
imunomoduladores ainda ndo estd totalmente definido: ndo foi comprovado que a
referida associacdo confira beneficio a longo prazo a terapéutica de manutencao

programada com infliximab®.
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Para além das reaccdes de infusdo destacam-se outros efeitos secundarios que
incluem: desenvolvimento de infecgdes, lUpus induzido por farmacos, linfoma nao
Hodgkin, pneumonia, doenca desmielinizante, tuberculose, histoplasmose, insuficiéncia
cardiaca, aspergilose e listeriose. Antes de se aplicar o tratamento com infliximab, para
evitar o ressurgimento de uma tuberculose latente, deve investigar-se a sua existéncia
mediante um RX do térax e teste da tuberculina®. Note-se que 0 TNF-a é essencial na
defesa contra as infeccBes causadas pelas micobactérias®.

A utilizacdo de infliximab esta contra-indicada na presenca de uma infecgédo
clinicamente activa, insuficiéncia cardiaca congestiva (grau 1lI/1V) e doenca
desmielinizante®.

Relativamente a posicao do infliximab na DC, existem autores que consideram
qgue ndo deva ser usado apenas em doentes com resposta inadequada a terapéutica
convencional, uma vez que foi demonstrado que, o tratamento precoce de infliximab e
AZA quando comparado com corticoides e AZA, origina maiores taxas de remissdo as
26 semanas, melhor cicatrizacdo da mucosa® e reduz a necessidade de
corticoterapia®. No entanto, ainda existem duvidas se estes agentes poderdo ser
utilizados precocemente, com o objectivo de obter um melhor controlo a longo prazo.
Por isso, o infliximab ainda ndo estd recomendado como agente de primeira linha no
tratamento da DC moderada a grave.

Outro dado que permanece por esclarecer diz respeito a utilizacdo do infliximab
como “ponte” na transicdo da corticoterapia para 0s imunomoduladores. Estudos
referem que a combinagdo do infliximab com AZA é mais eficaz que a utilizagdo
isolada de AZA, em doentes corticodependentes, na inducdo da remissao, livre de

corticoides®.
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No capitulo seguinte sdo abordados outros agentes bioldgicos que estdo a ser

estudados e que poderdo vir a ser usados no futuro, nomeadamente o adalimumab e o

certolizumab.

10.1.6 Probidticos e prebidticos

Considerando que um dos factores que contribui para o desenvolvimento da DC

é uma alteracdo da microflora intestinal, com diminuicdo da biodiversidade e aumento

dos microorganismos patogenicos, € légico pensar que a utilizacdo dos probioticos

podera ser eficaz. Os probidticos sdo suplementos orais de microorganismos Vvivos que

modificam o ecossistema do hospedeiro e sdo benéficos para o mesmo®. A lista de

microorganismos inclui: Lactobacillus, Bifidobacterium, espécies ndo patogénicas de

E.coli,

Clostridium Butyricum, Streptococcus salivarius e Saccharomyces boulardii®®.

Estes microorganismos tém uma serie de beneficios:

X/
L X4

X/
L X4

X/
°

X/
°

Inibem a proliferacdo de bactérias patogénicas — diminuem o pH luminal,
aumentam a secrecdo de bacteriocinas, bloqueiam a adesdo das bactérias ao
epitélio intestinal®®.

Melhoram a funcdo da barreira epitelial — aumentam a producdo de acidos
gordos de cadeia curta e de muco®®.

Estimulam a imunidade inata, a producdo de defensinas e modulam a inflamacéo
induzida pelos agentes patogénicos via TLR®".

Induzem a producéo de IL-10 e TGF-B e diminuem a de TNF-a®%.

Limitam a migracdo de células Thl para locais de inflamagdo; modulam a

percepcdo da dor®®.
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Apesar de todos estes beneficios, ainda ndo esta comprovada a sua total eficacia

no tratamento da DC.

JPathogen binding
Probiotics TAnti-bacterial

substance
ey i \Pathogens

R

0 Aol

T Barrier f S o
integrity |€ S | ¢
TSurvival L immunity|
THsp, 2 1 “
Mucins . T
Defensins e _1‘.

IL-1 : taa

(=)

r,1nHJ TTNF, y-IFN,

(@) |IL-2,IL-3,
IL-4, IL-5, THITH2
b6 ez, T

|! lL-10l -

Figura 21 — Mecanismo de acg¢do dos probidticos.

Os probidticos aumentam a integridade da barreira epitelial, a sobrevivéncia das CEl, a
producdo de mucina e defensinas, estimulam a imunidade inata, aumentam a producdo
de citocinas protectoras como a IL-10 e inibem a libertagdo de citocinas pro-
inflamatorias: TNF-a, IL-2, IFN-y. Fonte: Vanderpool C, Yan F, Polk DB. Mechanisms
of Probiotic Action: Implications for Therapeutic Applications in Inflammatory Bowel
Diseases. Inflamm Bowel Dis 2008;14:1585-96.

Num estudo realizado por Campieri et al verificou-se que a administracdo de
rifaximina e uma preparacdo de Probidticos, VSL#3, originava uma diminuicdo da

©6) No entanto,

recorréncia pos-cirdrgica, quando comparada com a messalazina
Prantera et al ndo conseguiram obter estes resultados quando administraram o
probiético Lactobacillus GG®®. Num artigo publicado em 2006, onde foram analisados

sete estudos sobre a eficacia dos probidticos como terapéutica de manutengdo na DC,

verificou-se que esses estudos envolveram apenas um pequeno nimero de doentes e que
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nenhum deles tinha significancia estatistica, sendo por isso necessarios mais estudos
para comprovar a eficacia dos probiéticos na DC®®.

Os probioticos diferem na sua capacidade para resistir ao acido gastrico e aos
4cidos biliares, colonizar a mucosa e influenciar a secrecéo de citocinas pelas CE1®®.
Isto significa que nem todas as preparacdes sdo iguais e que, portanto, os beneficios
observados com algumas das preparacfes ndo se repetem necessariamente com
outras®. Além disso, as diferencas nas duracdes dos estudos e as diferentes
caracteristicas dos doentes (ex: localizacdo da doenca) também poderdo contribuir para
os resultados dispares dos varios estudos realizados e para o facto de ainda nao se ter
chegado a nenhum consenso no que diz respeito ao beneficio dos probiéticos na DC®®.

Uma forma de se estimular a proliferacdo das estirpes probidticas € administrar
substancias que favorecam o seu crescimento: os prebidticos. Estes sdo carboidratos de
cadeia curta que aumentam as bactérias imunorreguladoras, reduzem a inflamacdo e a
actividade proé-inflamatoria dos factores de transcricdo e aumentam a producdo de
butirato e acetato®. Assim, os prebidticos poderdo ser importantes como terapéutica

adjuvante, mas mais estudos sdo necessarios.

10.1.7 Terapéuticas nutricionais

As terapéuticas nutricionais podem ter um importante valor se se provarem
eficazes e sem efeitos secundarios, uma vez que os nutrientes fazendo parte da
constituicdo da membrana celular, podem mediar a expressdo de proteinas envolvidas
na resposta imunitaria, como as citocinas ou moléculas de ades&o®V.

Embora ndo existam recomendacdes especificas que nos permitam concluir que,

a adesdo a uma determinada dieta diminua o risco de reactivagcdo da doenga, existem,
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contudo, estudos que consideram que a utilizacdo de nutrientes especificos podera ser
benéfica®. E o caso dos 4cidos-gordos insaturados e das fibras.

Os lipidos da dieta séo os substratos nutricionais mais activos no que diz respeito
a modulacdo da resposta imunitaria®?. Os 4cidos gordos n-6 (acido araquidénico) sdo
0s precursores das prostaglandinas e leucotrienos, com um importante papel na
inflamagdo. Dieta rica em os &cidos gordos n-3 (Acido eicosapentaenoico),
frequentemente encontrados nos 6leos de peixe, resulta numa substituicdo parcial do
acido araquidonico nas membranas celulares e na consequente diminuicdo de factores
inflamatérios®®. Estes é4cidos gordos tém, portanto, a capacidade de diminuir a
producdo de citocinas pro-inflamatdrias pelos macréfagos, ecosandides inflamatorios e
moléculas de adesdo e de reduzirem a quimiotaxia de mondcitos e macréfagos®?.
Diversos estudos realgam o efeito imunomodulador e anti-inflamatério dos &cidos
gordos n-3.

Vaérios trabalhos demonstram que as fibras da dieta ttm um efeito anti-
inflamatorio, o que suporta o seu potencial papel no tratamento da DC. O seu efeito
terapéutico estd associado com o aumento da producdo dos &cidos gordos de cadeia
curta (acetato, butirato e propionato) e sua utilizacdo pelas CEI®V. Estes sdo produzidos
pelas bactérias anaeroébias a partir de carboidratos ndo digeridos e constituem a principal
fonte de energia dos enterdcitos. A oxidagcdo do butirato é utilizada na producdo de
ATP, 0 que acelera a reparacédo intestinal, a manutencao da integridade da mucosa e a
diminuicdo da resposta inflamatéria®. Além disso, estes acidos gordos inibem a
expressio do NF-kB® e consequente producdo e libertagdo de citocinas pro-
inflamatdrias, bem como das espécies reactivas de oxigénio e os metabolitos de

nitrogénio®?.
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Perspectivas futuras de tratamento

Apesar do grande numero de terapéuticas disponiveis no mercado para o
tratamento da DC, ainda ha doentes que ndo conseguem obter resposta mesmo com 0s
novos agentes utilizados actualmente. Assim®
% A messalazina, embora seja largamente usada na DC com actividade ligeira,
existem muitas duvidas acerca do seu actual beneficio;

¢+ Os corticdides, embora clinicamente muito Uteis, ndo controlam completamente
a doenca em alguns doentes e além disso ndo sdo recomendados como
terapéutica de manutencéo;

% Enquanto alguns obtém uma boa resposta com o infliximab, outros ndo

respondem ou acabam por perdé-la com o tempo.

Tendo em consideracdo estes dados, novas estratégias terapéuticas tém vindo a
ser investigadas.

Os recentes avangos na area da imunologia e no conhecimento da patogénese da
DC permitiram definir novos alvos terapéuticos e o desenvolvimento de novos farmacos
que, possibilitardo, num futuro ndo muito longinquo, a melhoria da qualidade de vida
dos doentes (Quadro 9).

De seguida sdo descritas algumas dessas novas terapéuticas, mas que
actualmente ainda ndo sdo usadas na pratica clinica diaria na DC. A pouca informacéo
relativa a alguns desses agentes é explicada pelo facto de ainda estarem numa fase

precoce de investigacao.
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Terapéuticas em investigacdo na DC

Inibicdo de citocinas inflamatdrias
+«+ Anticorpos anti-TNF-o — Adalimumab, Humicade, Certolizumab pegol, Etanercept,
Onercept
+ Anticorpo anti-1L-12 - ABT-874/J695; CNTO 1275
+ Anticorpos anti-IL-18
++ Anticorpos contra o receptor da IL-6 - Tocilizumab
+ Anticorpos anti-INF-y — Fontolizumab
Estimulacgéo de citocinas anti-inflamatorias:
% 1L-10
Inibicdo das moléculas de adesdo — Natalizumab, MLN-02
Oleos de peixe
Talidomida
Terapéutica anti-micobacteriana
Hormona de crescimento
Parasitas
Terapéutica com células estaminais
Transplante da medula 6ssea
Leucoferése

Fotoferése extra-corporal

Quadro 9 — Terapéuticas em investigacéo na DC

1.Inibic&o das citocinas inflamatdrias

A DC é uma doenca caracterizada por um estado de desregulacdo imunitaria e
um predominio de citocinas inflamatdrias, nomeadamente o TNF-a, IL-12, IL-6 e INF-
y. Por isso, a sua inibicdo podera trazer beneficios na melhoria da inflamagéo e na

qualidade de vida dos doentes.
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1.1 Anticorpos anti-TNF-a

1.1.1 Adalimumab

O adalimumab é um anticorpo monoclonal IgG1l totalmente humano dirigido
contra 0 TNF-a e com administracdo subcutédnea, ao contrario do infliximab de
administracdo endovenosa. Foi aprovado nos EUA e na Europa no tratamento da DC.

Tem uma eficacia e seguranca idéntica ao infliximab, mas tendo em conta que
ndo possui nenhuma sequéncia de origem animal, é menos imunogénico e mais
toleravel™. No entanto, tal como o infliximab, apresenta um aumento do risco de
infeccdo, reactivacdo de tuberculose latente e linfomas, entre outros efeitos adversos’?.
Assim, o adalimumab nédo deve ser administrado perante infeccGes activas e além disso,
os doentes devem ser avaliados para factores de risco da tuberculose e infeccdo latente
antes de iniciarem o tratamento(’?.

Pode ser uma alternativa terapéutica naqueles doentes com DC com actividade
moderada a severa que deixaram de responder ou desenvolveram intolerancia ao
infliximab?. Também é eficaz como terapéutica de indugdo da remisséo e manutencéo
em doentes que ndo respondem ou sdo intolerantes aos corticGides ou agentes
imunossupressores, que sdo dependentes dos corticoides apesar do uso dos
imunossupressores ou que nio podem esperar pelos efeitos do MTX ou AZA?.

O uso concomitante com imunossupressores ndo aumenta a taxa de remissao ou
as respostas ao adalimumab, no entanto, sdo necessarios mais estudos para clarificar a
utilizacdo conjunta destes agentes’®. A eficacia do adalimumab em individuos com
doenca fistulizante ainda néo foi estabelecida'’?.

Diversos trabalhos demonstraram eficacia similar entre o infliximab e o
adalimumab, mas nenhum deles fez a sua comparagao directa. No futuro, a deciséo de

utilizar um ou outro poderd ser influenciado por vérios factores: facilidade de
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administracdo subcutanea do adalimumab; eficacia do infliximab no tratamento do
doenca fistulizante e maior numero de estudos e informagdo sobre a seguranca do

infliximab(?,

1.1.2 Humicade (CDP571)

E um anticorpo monoclonal 1gG4 anti-TNF-o, com uma parte humana (95%) e
outra animal (5%). Alguns estudos realizados demonstraram que este agente ¢ eficaz na
inducdo da remissdo mas ndo como terapéutica de manutencio’”. E bem tolerado em
doentes que desenvolvem reac¢es de infusdo com administragdo de infliximab™. Nao
permite diminuir a utilizacdo de corticdides em doentes corticodependentes™. E

seguro, mas ndo tdo eficaz quanto o infliximab.

1.1.3 Certolizumab pegol (CDP870)

E um fragmento Fab de um anticorpo monoclonal humanizado dirigido contra o
TNF-a, que tem na sua constitui¢do o polietilenoglicol™. Esta molécula aumenta a
semi-vida do composto, diminui a frequéncia das doses e possivelmente reduz a
imunogenicidade. Os doentes aos quais é administrado certolizumab tém taxas de
resposta clinica superiores em relacdo ao grupo placebo™ . No entanto, a sua eficacia ¢

inferior ao infliximab™V,

1.1.4 Etanercept/ Onercept
O etanercept € uma proteina de fusdo que consiste em dois receptores TNF p75
ligados a um fragmento 1gG1Y. Num estudo piloto, este agente esteve associado a uma
reducdo da actividade da doenga em seis dos dez doentes com DC activa, mas este

beneficio ndo foi comprovado noutros trabalhos!®.
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O Ornecept é um receptor p55 do TNF, que tal como o etanercept, inactiva a

accdo desta citocina®”. Mais estudos s&o necessarios para comprovar a sua eficacia.

1.2 Anticorpos anti-1L-12

A 1L-12 é uma citocina importante na activacdo das células Thl. Por isso, a
eficdcia dos anticorpos que blogueiam esta citocina tem vindo a ser analisada em
diversos trabalhos.

A IL-12 é constituida por duas subunidades: IL-12 p40 e IL-12 p35. A primeira
também é componente de outra importante citocina, a 1L-23, com um papel chave na
patogénese da DC, uma vez que activa as células Th17"®. Assim, os anticorpos
direccionados contra a IL-12 também actuam na inibico da I1L-2379,

Este tratamento é seguro e eficaz na inducdo da remissdo da DC activa™. No

entanto, no futuro, mais investigacdes serdo necessarias.

1.3 Anticorpos anti-1FN-y

O Fontolizumab é um anticorpo dirigido contra o IFN-y. Alguns estudos
demonstraram eficicia deste anticorpo na inducdo da remissdo da DC moderada a
severa, principalmente em doentes com elevadas concentra¢des de PCR, mas outros néo

obtiveram os mesmos resultados"". Este agente parece ser bem tolerado.

1.4 Anticorpos contra o receptor da IL-6

O Tocilizumab é um anticorpo monoclonal que inibe o receptor da IL-6,
diminuindo a expressdo de moléculas de adesdo e multiplas citocinas inflamatérias®?.

Podera ser eficaz na remissdo clinica, embora sem grandes diferencas endoscopicas e
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histoldgicas®®, é relativamente bem tolerado e, no futuro, podera vir a ser benéfico na

DC activa™,

2. Estimulacéo de citocinas anti-inflamatérias

A IL-10 é uma citocina com actividade anti-inflamatoria. A sua utilizacdo é

bastante promissora.

3. Inibicdo das moléculas de adeséo

As moléculas de adesdo sdo importantes para a migracao dos leucocitos para 0s
locais de inflamacdo. Em alguns estudos, foram obtidas respostas clinicas com o
natalizumab, um anticorpo 1gG4 humanizado. No entanto, todos os trabalhos foram
parados apds terem sido registados casos de leucoencefalopatia multifocal progressiva
em doentes que com esclerose multipla que estavam a receber natalizumab®?.Existem
outros agentes em estudo, tais como o MLN-02 (um anticorpo monoclonal anti-

integrina), que no futuro poder&o ser bastante promissores.

4. Outros tratamentos

Oleos de peixe — Os &cidos gordos n-3 encontrados em alguns 6leos de peixe,
diminuem a actividade das citocinas inflamatorias. No futuro, poderéo ser benéficas na
manutencdo da remisséo da DC.

Talidomida — Diminuiu a producdo de diversas citocinas inflamatorias,

nomeadamente a IL-12 e o0 TNF-a. A inducdo da remissdo e descontinuacdo dos
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corticéides foi observada em doentes com que receberam talidomida e que eram
refractarios a prednisona ou intolerantes & 6-MP e AZA?,

Hormona do crescimento- Diminui a permeabilidade intestinal que esta
aumentada na DC. Foi demonstrado que ap0s quatro meses o indice de actividade da
DC diminuiu significativamente em doentes que receberam hormona do crescimento’?.

Terapéutica anti-micobacteriana — Como ja referido, a DC tem sido associada
ao MAP. Diversos estudos foram realizados no sentido de tentar estabelecer algum
beneficio com um tratamento anti-micobacteriano, mas os resultados sdo contraditorios.

Parasitas — Os helmintas diminuem as respostas imunitarias e a inflamacao em
modelos animais. Assim, em diversos estudos, helmintas ndo patogénicos foram
utilizados como forma de tratamento em doentes com Crohn. Verificou-se que a
ingestio de ovos de Trichuris suis melhora os sintomas("®. Aguardam-se novos
trabalhos.

Transplante de medula 6ssea — Alguns estudos documentaram uma remissdo
da doenca em individuos com DC severa que foram submetidos a transplante de medula
Ossea, 0 que significa que a desregulacdo imunitaria tem um papel importante nesta
doenca e que, potencialmente podera ser corrigida™®.

Terapéutica com células estaminais — Podera ser benéfica devido a sua
actividade imunomoduladora.

Leucoferése — a remocdo do leucdcitos da circulacao periférica através de filtros
extra-corporais parece ser bastante promissora, mas o0s beneficios permanecem
incertos?,

Fotoferése extracorporal — aprovada no tratamento do linfoma cutaneo das

células T, utiliza a luz ultra-violeta para induzir apoptose dos leucocitos. Num estudo
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realizado em doentes intolerantes ou refractarios a terapéutica com imunossupressores
e/ou agentes anti-TNF, 50% demonstraram uma boa resposta aos 3 meses‘’?.

Para além destes tratamentos em investigacdo, a inibicdo das moléculas co-
estimuladoras essenciais para activacdo das células TcD4+ efectoras, assim como a
modificacdo da expressao genética do NOD2 e dos TLR, o aumento da barreira epitelial
e producdo de defensinas com a utilizacdo dos probiéticos poderd também ser
importante no futuro.

A figura seguinte apresenta um resumo de varios alvos terapéuticos na DC

Dysregulated
Immune Response

Substance P.

i
%N on
Neuroimmunomodulation

Figura 22 — Alvos terapéuticos futuros na DC
Fonte: www.bio.davidson.edu/
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Conclusodes

A DC ¢ uma doenca inflamatdria cronica progressiva, cuja incidéncia tem vindo
a aumentar em todo o mundo. Apesar da etiologia e patogénese permanecerem
desconhecidas, grandes avancos foram feitos e hoje sabe-se que, muito provavelmente,
esta € uma doenca mulifactorial que resulta da interaccdo da genética e ambiente com os
microorganismos, sistema imunitario e epitélio intestinal.

Em individuos geneticamente predispostos, uma lesdo da mucosa intestinal
desencadeada, por exemplo, por factores ambientais, origina rapidamente uma
inflamacdo crénica e uma activacdo continua e excessiva das respostas imunitarias
efectoras, porque ha uma incapacidade para remover as bactérias e reparar os defeitos
epiteliais.

Apesar de terem sido dados grandes passos no conhecimento da etiologia e
patogénese da DC, ainda muito necessita ser feito e hd perguntas cujas respostas sao
especulativas:

+¢+ Quiais sdo, efectivamente, os factores ambientais e qual a sua importancia para o
desenvolvimento da doenca?
s Como é que as mutacdes no gene NOD2/CARD15 e TLR contribuem para a
DC?
%+ Sera que as bactérias comensais sdo importantes para a patogénese da doenca?
+¢+ Existe algum microorganismo patogénico especifico responsavel pela DC?
% Quais 0s mecanismos que contribuem para a desregulacéo imunitaria?
¢+ Quais os factores que contribuem para a perda da integridade do epitélio

intestinal?
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Estes aspectos sdo essenciais para a abordagem terapéutica, pois s6 com um
conhecimento completo da etiologia e patogénese da doenca se conseguira progredir no
sentido da cura.

Assim sendo, trabalhos futuros deviam apostar na identificacdo dos factores de
risco ambientais, na caracterizagdo dos microorganismos presentes no Iimen intestinal,
na contribuicdo dos factores genéticos para o desencadeamento da resposta imunitéria,
identificacdo de todas as citocinas envolvidas no processo inflamatério e dos
mecanismos responsaveis pela alteracdo da barreira epitelial.

Os grandes avancos na area da imunologia e no conhecimento da patogénese da
doenca, permitiram o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que poderdo
ser importantes no futuro da DC: inibicdo das citocinas inflamatorias, estimulacéo de
citocinas anti-inflamatorias, inibicdo das moléculas de adeséo, entre outras.

Assim, embora nas Ultimas décadas uma séerie de novos agentes tenham vindo a
ser desenvolvidos, ha ainda uma grande necessidade de novas terapéuticas
farmacoldgicas para combater a doenca refractaria e ajudar a melhorar a qualidade de
vida daqueles que todos os dias tém de lidar com as multiplas complicacbes de uma
doenca que ainda ndo tem cura, mas que pode ser atenuada. Mais uma vez, isto so sera
possivel quando se conseguir estabelecer com certeza qual a etiologia e 0s mecanismos
envolvidos na DC e com a utilizacdo de um tratamento multifactorial.

Se considerarmos o caminho ja percorrido até agora no que diz respeito ao
desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, é bem possivel que, no futuro, possamos
dizer a todos os doentes que sdo encaminhados para uma consulta especializada da DI,

que esta € uma doenca curavel medicamente num curto espago de tempo.
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