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RESUMO: Com elevada prevaléncia, a Doenca de Crohn e a retocolite ulcerativa apresentam mecanismos fisiopatol 6gicos
0s quais per manecem como um grande desafio apesar de muitas décadas de pesados investimentos em pesquisa. Entretanto,
o desenvolvimento de técnicas de analise da biologia molecular tem proporcionado a identificagdo de um grande nimero de
moléculas relacionadas a estas doencas as quais poder 8o representar um importante auxilio na compreensdo de seus
complexos aspectos. Existem fortes evidéncias hoje, de que as doencas inflamatérias intestinais (DI 1) sdo o resultado de um
desequilibrio entre a flora bacteriana comensal e o aparato imunol6gico da mucosa intestinal. Um dos achados mais
consistentes neste sentido refere-se a elevada incidencia de mutacfes do gene NOD2/CARD15 em pacientes portadores de
Doenca de Crohn, além da comprovacédo de sua cor relagdo fenotipica com esta doenga. Além desta proteina, diversas outras
moléculas apresentam-se alteradas nas DI ls, envolvendo diver sos aspectos como imunidade inata, resposta inflamatoéria e
funcdo de barreira mucosa. A observacéo das variacdes de expressdo destas moléculas correlacionadas a evolugao clinica e
respostas terapéuticas ira contribuir para que possamos em um futuro obter resposta a historicos questionamentos sobre

estas complexas doencas.
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Apesar de sua€elevada preval éncia, acompre-
ensdo dos mecanismos fisiopatol 6gicos da doenca de
Crohn e daretocolite ulcerativa permanece como um
grande desafio apesar de muitas décadas de pesados
investimentos em pesquisa. Estudos clinicos em gran-
de escala, assim como andlises em ciéncias basicas
mostraram-se insuficientes para superar a complexi-
dade destas doencas as quais, apesar de apresentar
uma profunda similaridade entre si, possuem uma ex-
tensa variedade no que diz respeito aincidéncia, sitio
anatémico de envolvimento, formas de apresentacao,
evolucdo e resposta terapéutica.

O grande avanco tecnol 6gico, ocorrido ao lon-
go dos tltimos anos que permitiu o desenvolvimento de
técnicas de andlise da biologia molecular dos tecidos,
trouxe também uma renovagdo de esperancas quanto
a possibilidade de obtengéo de respostas na &rea das
doencas inflamatérias intestinais. De fato, um grande
nimero de estudos realizados nos principais centros
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de pesquisa internacionais dedicam-se desde entéo, a
compreender os varios aspectos envolvidos nestas do-
encas. Embora estejamos ainda bastante distantes de
alcancar estes objetivos, comegam a ser definidas al-
gumas bases, sobre as quais poderdo ser erguidas as
linhas de pesquisa necessarias para proporcionar uma
visdo futura deste complexo mosaico.

O objetivo deste artigo serd, apresentar uma
breve revisdo sobre o estado atual dos conceitos e resul-
tados gerados até o momento pela andlise biomolecular
dos mecanismosfisiopatol 6gi cosresponsaveispelaocor-
réncia das doengas inflamatériaintestinais.

Intestinos e bactérias. um equilibrio delicado
Emborao tubo digestivo inteiro sgjaamplamente
colonizado por bactérias, existe entre seus diversos
segmentos uma grande variedade na concentracdo
destas. A presenca de secregdes acidas e biliares no
estdbmago eintestino delgado proximal, eapresencade
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um trénsito mais acel erado contribuem paraumaredu-
¢do da quantidade de bactérias nestes segmentos. A
colonizagdo bacterianaaumentade formaexponencial
no intestino delgado dista,| devido aausénciadasrefe-
ridas secrecOes e pelo retardo de trénsito pela agéo da
vévula ileocecal. No célon iremos observar um au-
mento acentuado da flora bacteriana, na qual coexis-
tem cerca de 400-500 espécies em um volume estima-
do entre 10% e 10*? bactérias por grama de contelido
fecal ou 60% do total de fezes existentes no intestino
grosso.

Uma Unica camada de células epiteliais sepa-
ratodo este extenso volume de bactérias do maior apa-
rato imunol 6gico do nosso corpo, formado por umagran-
de massa de tecido linfético genericamente descrita
como GALT (gut associated lymphoid tissue), a qual
inclui asplacasde Peyer, foliculoslinféidesisolados e
linfonodos mesentéricos.

Sendo assim, é realmente notavel que a coe-
xisténcia entre estes dois ambientes de natureza téo
antaglnica, seja capaz de preservar na maioria das
pessoas um equilibrio no qual este extenso sistema
imunol 6gico possatolerar a presenca do grande volu-
me de bactérias comensais, representando um impor-
tante elemento nafisiologiaintestinal .

Esteequilibrio, mantido através dasimunidades
inatas ou adquiridas, impede a ocorréncia de uma res-
posta inflamatéria mediada pela liberacdo de diversas
proteinas genéricamente classificadas como citocinas,
cuja producdo € estimulada a partir da presenca de mi-
Ccrorganismos ou outros antigenos com diversos objeti-
VOS como: ativacdo dos diversos tipos de leucdcitos,
apoptose, sintese hepética de proteinas de fase aguda,
febre, etc. Embora agumas destas citocinas apresen-
tem nomes especificos como fator de necrose tumoral
(TNF), interferon (IFN) ou fator- de transformagéo
do crescimento (TGF-f3), a grande maioria é também
denominada como interleucinas (IL), sendo ent&o nu-
meradas sucessivamente a partir de suas descobertas.

Doencas inflamatoérias intestinais: o
desequilibrio

Sabe-se gque a ocorréncia de uma doenca in-
flamatoriacronicarepresentaa perdado equilibrio aci-
ma citado, constatando-se uma elevagao local dos ni-
veis de diversas citocinas. Na Doenca de Crohn, por
exemplo, existeumaliberacdo de TNF-a, IFN- a, IL-
12 elL-17, enquanto que naretocolite ul cerativaocor-
re um aumento de IL-13, entre outras.
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Trés hipoteses vém sendo examinadas como
possiveis origens deste desequilibrio imunol dgico, in-
cluindo disturbios da flora bacteriana, fatores
imunol 6gicos e defeitos na barreira mucosa.

Disturbios da flora bacteriana

Existem multiplas evidéncias de que as bacté-
rias desempenham um papel chave no surgimento das
doencasinflamatériasintestinais cronicas. Estudos ex-
perimentais demonstram a impossibilidade do desen-
volvimento destainflamag&o naausénciade bactérias,
levando aamplaaceitagéo atual do aforisma* sem bac-
téria, ndo hacolite”.

Baseados nestes achados ha muitos anos ten-
ta-se identificar um possivel agente causal das do-
encas inflamatorias intestinais. Varias bactérias e
virus foram propostos como agentes etiol gicos, in-
cluindo o Mycobacterium paratuberculosis,
Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica
e a Escherichia coli, mas nenhuma comprovacéo
consistente foi demonstrada. Naverdade, as evidénci-
as atuais sugerem que a atividade inflamatéria crénica
intestinal parece, paradoxal mente, ser desencadeada a
partir de bactérias pertencentes a flora comensal nor-
mal, as quais assumem, em condi¢des ainda desconhe-
cidas, um papel patoldgico capaz de ativar o aparato
imunolégicolocal.

Desregulagdo imunolégica da mucosa e o
papel da genética

O equilibrio imunol 6gico baseia-se em grande
parte naexisténciade um mecanismo denominado como
imunidade inata. Através deste, células de defesacomo
macr6fagos e células dendriticas, existentes namucosa
intestinal, sG0 capazes de detectar a presenca de molé-
culas associadas a microrganismos. Estas moléculas,
genericamente descritas como PAMPs (pathogen-
associated molecular patterns), sdo de natureza dis-
tintas entre s como lipopolissacarideos, lipoproteinas,
peptoglucanos ou flagelinas.

Para que este reconhecimento ocorra, as célu-
las de defesa possuem em sua superficie um grande
nimero de “sensores’ ou receptores, 0s quais podem
ser classificados em duas grandes familias denomina-
das, respectivamente, como TLR (toll-like receptor) e
NOD (Nucleotide-binding oligomerization domain).
Uma vez ativados pelas moléculas bacterianas, os re-
ceptores que compdem estas familias desencadeiam
sequéncias de reagdes em cadeia, que iréo levar auma
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resposta capaz de manter o equilibrio bactériax epitélio
na mucosa intestinal. Dentre os receptores da familia
NOD, destacam-se as proteinas NOD-1 e NOD-2 as
quais sdo capazes de detectar componentes de bactéri-
as Gram positivas e negativas.

Além destaimportante funcéo, estas proteinas
desempenham hoje um papel fundamental nos estudos
sobre doengas inflamatdrias intestinais, uma vez que
suas alteracdes tém sido consistentemente relaciona-
das afisiopatol ogia destas doengas ndo apenas na sua
incidéncia, mas também influindo em fatores impor-
tantes como suas caracteristicas e evolucéo clinica,
como analisaremos a seguir.

Proteina NOD2 (CARD 15): o fator genético

Em 2001 foi descrita uma associagdo entre
mutaces no gene CARD15, o qual codificaaproteina
NOD-2, com a ocorréncia de doencas inflamatorias
intestinais, mais especificamente a Doenca de Crohn.
Desde entdo, um grande nimero de estudos tem con-
firmado de forma consistente estarelacéo, aqual pode
ser melhor demonstrada da seguinte forma:

- Estima-se que 20-30% dos portadores de
Doencade Crohn apresentem algumamutac&o no gene
NOD-2/CARD15. Riis e cols encontraram uma inci-
déncia de 23.9% de mutacdes deste gene entre porta-
dores desta doenca, enquanto a incidéncia observada
entre pacientes com retocolite ulcerativa e individuos
saudaveisfoi de 9,6% e 14,4%, respectivamente, sem
diferencasignificativaentre estes dois Ultimos grupos;

- Segundo uma metanalise publicada por
Economou e colsenvolvendo 42 estudos, individuoscom
mutacdo em apenas um alelo do gene NOD-2/
CARD15 (heterozigéticos) apresentam um risco 2.3
vezes maior de apresentar a Doencga de Crohn, sendo
que este risco se amplia para 17.1 vezes (10-27) em
portadores de mutages nos doisa el os (homozigdticos).
Outros autores relatam este risco como sendo ainda
maior, estimando-o entre 20 e 40%;

- Radford-Smith e Pandeya publicaram outra
metanalise incluindo 12 estudos que buscaram
correlacionar apresencade mutacbesNOD-2/CARD15
com aspectos relacionados alocalizagdo e 0 comporta-
mento da Doencade Crohn, e confirmaram umaassoci-
acdo significativa com a formaiileal ou ileocdlica e a
presenca de |esdes estenosantes, além de uma possivel
precocidade naidade de surgimento da doenca.

Além de comprovar estaimportante relagdo com
fatores genéticos, estes achados demonstram ainda, apos-
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sivel origem do desequiilibrio bactérias’hospedeiro observa
do nas doengas inflamatodrias intestinais, uma vez que a
proteina NOD-2 tem por funcéo a aivacéo de uma res-
postainflamatériamoderadaapartir do reconhecimento de
um produto bacteriano especifico, denominado como MDP,
A partir destes achados, suspeita-se, entre outras hipéte-
ses, que esta deficiéncianarespostaimunol égicainatafa
cilitaria uma infeccdo da lamina propria, desencadeando
um quadro inflamatario crénico de maiores proporgles.

Proteina NOD1/CARD4

Além da proteinaNOD2/CARD15, outrapro-
teinadafamiliaNOD tem sido associadaafisiopatologia
dasdoencasinflamatoriasintestinais, emboraexistindo
ainda poucas evidéncias arespeito. Trata-se da prote-
ina NOD1/CARDA4, expressa no intestino delgado e
colon, aqual também exerce papel no reconhecimento
no epitélio de agentes bacterianos como Shigella
flexeneri e E.coli invasiva. Mc Govern e cols testa
ram a associacdo entre mutacdes deste gene em uma
coorte de portadores de doencas inflamatdrias intesti-
nais e controles e comprovaram, de forma semel hante
ao NOD2/CARD15, umarelacéo significativanos ca-
sosde Doencgade Crohn, masnéo em casosderetocolite
ulcerativa. De qualquer forma, trata-se de outra evi-
dénciano sentido de que estas doencas sejam o resul-
tado da ateracdo de reatividade a alguns antigenos
presentes na mucosa intestinal .

FamiliaTLR

Além dos receptores NOD, outra familia im-
portante de receptores de membrana em células de
defesano epitélio intestinal pertence ao grupo denomi-
nado como TLR (Toll-like receptor). Estes recepto-
res reconhecem os lipopolisacarideos produzidos por
bactérias, em sua grande maioria comensais gram ne-
gativas, sendo possivel mente responsaveis nadiferen-
ciacdo entre estas e as bactérias patogénicas. Onze
tiposdiferentesde TLR jaforamidentificados, ediver-
sos estudos tém demonstrado uma variagdo naexpres-
sd0 destes entre individuos normais e pacientes porta-
dores de Doenca de Crohn e retocolite ulcerativa.

Qutros genes

Embora os segmentos génicos referentes a
expressdo das proteinas NOD tenham recebido uma
maior atencdo devido aconsisténciae reprodutibilidade
dosresultados, diversos outros segmentoscromossomials
tém sido citados como possiveis codificantes de protei-
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nas relacionadas as doencas inflamatérias intestinais.
Estes segmentos IBDs (inflammatory bowel disease)
, conforme demonstrados natabela 1, tém sido bastante
estudados com o objetivo n&o apenas deidentificar pos-
siveis componentes hereditérios destas doencas, mas
também visando a compreensdo dos mecanismos
mol eculares envolvidos em sua etiopatogenia e mesmo
na resposta aos diferentes esquemas terapéuticos utili-
zados em seu tratamento.

Defeitos na barreira mucosa

Além das alteracdes ocorridas na flora
bacteriana e na resposta imune a presenca de bactéri-
as, 0 comprometimento da barreiramucosa é conside-
rado como um terceiro aspecto capaz de contribuir para
afisiopatologiadas doengasinflamatoriasintestinais.

Responsével pela mediagdo entre as bactérias
dolumenintestina eo sistemalinféide, aintegridadeda
camadaepitelial tem por funcdo atuar seletivamente para
limitar a penetracéo de antigenos e permitir a passagem
deliquidos, nutrientes e alguns microrganismos. Os es-
tudos de biologiamolecular demonstram que um grande
nimero de proteinas s8o necessarias para que esta fun-
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¢80 de barreira ocorra de forma adequada. Dentre es-
tas, poderiamos destacar como exemplos a proteina
transportadora de cations organicos (OCTN) e a
DGL5, ambas expressas pelo cromossomo 5 (IBD5, na
tabela acima), cujas ateraches estéo associadas a Do-
enca de Crohn. Outras proteinas de grande relevancia
naintegridade dabarreiraepitelia sfo asdefensinas, as
quais apresentam acdo antibacteriana e cuja expressao
ateradatem sido demonstrada em pacientes portadores
dedoencasinflamatoriasintestinais, podendo contribuir
parao desequilibrio dos mecanismos de defesa, possibi-
litando uma intensificagdo da invaso bacteriana e a
consequiente inflamagdo crénica da mucosa.

Assim sendo, observamos que a aplicacdo de
técni cas de biologia molecular ao estudos das doencas
inflamatdriasintestinaistem possibilitado aidentifica-
¢&o de um grande nimero de mol écul as envolvidasem
diferentes possiveis mecanismos fisiopatol 6gi cos des-
tas doencas. A observacdo das variagOes de expres-
s80 destas mol écul as correl acionadas aevol ugéo clini-
cae respostas terapéuticas iré contribuir para que pos-
samos em um futuro obter resposta a histéricos
guestionamentos sobre estas complexas doengas.

Tabela 1 - Regides e genes relacionados as doencas inflamatérias intestinais.

Regido L ocal Genes envolvidos

IBD1 Cromossomo 16 NOD2/CARD15, IL-4R, CD11B

IBD 2 Cromossomo 12 Receptor de VitaminaD (VDR), STATS6, Interferony, integrina
IBD 2 Cromossomo 6 Complexo de histocompatibilidade, classesl, 11, 111

IBD 4 Cromossomo 14 Receptor delinfocito T (TCR), leucotrieno b4

IBD 5 Cromossomo 5 OCTN, DLG5, MDR1, IL-6, CD14

IBD 6 Cromossomo 19 Tromboxane A2, leucotrieno B4, ICAM-1

IBD 7 Cromossomo 1 TGFB, TNFa

IBD 8 Cromossomo 16 A definir

IBD 9 Cromossomo 9 CCR-5, CCR9, IL-12

ABSTRACT: Despiteits high prevalence and many years of basic and clinical research, pathophysiology of Crohn‘s disease and
ulcerative colitisremains a great challenge. The recent advancesin molecular biology techniques have provided identification of
agreat number of moleculesrelated to these diseases that may help in a near futureto understand its still obscur e aspects. Many
evidenceshaverecently demonstrated that inflammatory bowel diseases(1BD) result from an imbalance between bowel commensal
bacterial flora and the immunological mucosal apparatus. The very consistent finding that mutations in NOD2/CARD15 gene
occur in a high percentage of Crohn‘s disease patients and its phenotype correlation have boosted further research to identify
other IBD-related molecules. Indeed, many other variations in gene expression have been demonstrated to be related to
pathophysiology of I BD including different aspectssuch asinateimmunity, inflammatory response and mucosal barrier disfunction.
The observation of the correlation between these gene expression variation, disease behaviour and response to therapeutics may
contribute in a near future to understand most questions regarding these complex diseases.

Key words: Crohn’ sdisease; Ulcerative colitis; molecular biology.
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