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RESUMO

ROMI, Marcela Diogo. Estudo dos polimorfismos do receptor de vitamina D e avaliacdo da
concentragdo de 25 hidroxivitamina D em pacientes com doengas inflamatorias intestinais.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Nutricionais) — Instituto de Nutricdo Josué de Castro,
Programa de P6s-Graduagdo em Nutrigdo, Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), Rio de
Janeiro, 2016.

Os polimorfismos do receptor de vitamina D (VDR) tém sido implicados no aumento da
susceptibilidade as doencas inflamatorias intestinais (DII). Essas variantes genéticas podem
determinar alterac6es nos mecanismos de acdo da vitamina D e afetar o curso clinico da doenca.
No Brasil, sdo escassos 0s estudos que avaliem esses polimorfismos em pacientes com DII. Dessa
forma, este estudo teve por objetivo investigar os polimorfismos do gene VDR e sua associa¢ao
com estado nutricional de vitamina D e com fatores de mau progndstico em pacientes com doenca
inflamatdria intestinal. Foi realizado estudo caso-controle envolvendo 107 pacientes com doenca
de Crohn (DC) e 43 com retocolite ulcerativa (RCU) acompanhados no Servico de
Gastroenterologia - UFRJ, e 81 individuos saudaveis, nos quais foram pesquisados o0s
polimorfismos Apal (“Aa”, “aa”), Tagl (“Tt”, “tt”) e Fokl (“Ff, “ff’) do VDR. A genotipagem foi
feita pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real e a dosagem de
25(0OH)D por imunoensaio por quimioluminescéncia, sendo valores <30 ng/mL considerados
hipovitaminose D. Aspectos clinicos, demogréficos e fatores de mau prognostico foram coletados
de prontuarios. Os dados foram analisados por meio do software Statistical Package for the Social
Sciences. Foi observado que os gendtipos “aa" (Apal) e "Tt" (Taql) foram mais frequentes em
DC. Né&o houve diferenca na distribuicdo dos polimorfismos entre o grupo controle e RCU. Os
gendtipos “Aa” e “aa” foram considerados protetores contra o uso de imunossupressores € 0s
genotipos “Tt” e “tt” protetores contra o uso de corticosteroides no momento do diagndstico, em
DC. Os genotipos “Tt” e “tt” foram associados com necessidade de mais de 2 cursos de
corticosteroides durante a evolugéo da doenca em RCU. Foi realizada a dosagem de 25(OH)D em
44 pacientes com DII, sendo verificada hipovitaminose D em 38,6% (n=17), sem associacao dessa
deficiéncia com das caracteristicas clinicas ou com os polimorfismos. Assim, foi detectado
associacdo das variantes genéticas Apal e Tagl, mas ndo de Fokl, com DC e com fatores
prognosticos nesse grupo. Embora os polimorfismos ndo tenham sido associados a RCU,
constatou-se que Tagl foi associado com preditor de ma evolucdo de doenca nesses pacientes.
Novos estudos com amostras maiores sdo necessarios para melhor entendimento da prevaléncia e
das associacOes de risco destes polimorfismos, em pacientes com DIl em nosso populagéo.
Palavras-chaves: Vitamina D, doenca inflamatdria intestinal, doenca de Crohn, retocolite

ulcerativa, polimorfismo, receptor de calcitriol.



ABSTRACT

ROMI, Marcela Diogo. Study of the vitamin D receptor gene polymorphisms and serum 25-
hydroxyvitamin D in patients with inflammatory bowel disease. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias
Nutricionais) — Instituto de Nutricdo Josué de Castro, Programa de Po6s-Graduacdo em Nutricéo,
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), Rio de Janeiro, 2016.

The Apal, Tagl and Fokl vitamin D receptor (VDR) gene polymorphism have been implicated in
increased susceptibility to inflammatory bowel diseases (IBD). These genetic variants can also
determine changes in vitamin D mechanisms of action and affect the clinical course of the disease. In
Brazil, there are a lack of reports concerning these polymorphisms in IBD patients. The aim of this
study was to investigate the VDR gene polymorphisms and its association with nutritional status of
vitamin D and with poor prognostic factors in patients with IBD. Was performed a case-control study
involved 107 patients with Crohn’s disease (CD) and 43 with ulcerative colitis (UC) attended in the
Gastroenterology Department - UFRJ, and 81 healthy subjects, in which Apal, (“Aa”, “aa”), Taql
(“Tt”, “tt”) e FokI (“Ff, “ff”) VDR polymorphisms were evaluated. The genotyping was performed by
Polymerase Chain Reaction (PCR) in real time technique. The concentration of 25(OH)D was
measured by chemiluminescence immunoassay, the cut-off used to determine vitamin D deficiency
was 30 ng / ml. Demographic, clinical features and poor prognostic factors of patients were obtained
from the chart review. Data were analyzed using the Statistical Package for Social Sciences software.
The genotype "aa" (Apal) and "Tt" (Taql were more frequent in DC. There was no difference in the
distribution of polymorphisms between the control group and RCU. Genotypes "Aa" and "aa" were
considered protective against the use of immunosuppressants and genotypes "Tt" and "tt" confer
protection against the use of corticosteroids at the time of diagnosis in DC. The genotypes "Tt" and
"tt" were associated with need of more than 2 corticosteroids courses during the course of the disease
in RCU. The 25(0OH)D level was measured in 44 patients with IBD, was verified hypovitaminosis D in
38.6% (n = 17). There was no association between clinical features or VDR polymorphisms and this
deficiency. Thus, it was detected association of genetic variants Apal and Taql, but no Fokl, with DC
and prognostic factors in this group. Although polymorphisms have not been associated with UC, it
was found that Taql was associated with poor prognosis predictor of disease in these patients. Also
were observed no associations with vitamin D deficiency. Further studies with larger samples shoud
be conduced to better understand the prevalence and risk associations of these polymorphisms in

patients with IBD in our country.

Keywords: Vitamin D, inflammatory bowel disease, Crohn's disease, ulcerative colitis, polymorphism,
calcitriol receptor.
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1. INTRODUCAO

Doencas inflamatorias intestinais (DII) sdo afeccbes cronicas, caracterizadas por
processo inflamatorio, que acometem o trato gastrintestinal (TGI), cursando com periodos de
exacerbacdo e remissdo (ALASTAIR; EMMA; EMMA, 2011). Acredita-se que a sua
etiopatogenia seja decorrente da perda de tolerdncia a microbiota intestinal, associada a
desregulacdo da resposta imunoldgica a fatores ambientais em individuos geneticamente
susceptiveis. Suas principais formas de apresentacdo sdo a retocolite ulcerativa (RCU) e a
doenca de Crohn (DC) (MURDOCH et al., 2015).

Em geral, a incidéncia e prevaléncia das DIl sdo mais elevadas em paises
industrializados (ORDAS et al., 2012), especialmente naqueles do norte da Europa Ocidental,
Canada, Estados Unidos da América, Austrélia, e Nova Zelandia (BURISCH; MUNKHOLM,
2013). No Brasil, estudos epidemiologicos sobre DIl sdo escassos, embora aumento nas
frequéncias de consultas ambulatoriais e internacdes em grandes centros urbanos tenha sido
observado (VICTORIA; SASSAK; NUNES, 2009; KLEINUBING-JUNIOR et al., 2011).

Por se tratar de doencgas poligénicas complexas, inimeros genes tém sido relacionados com o
surgimento de DC e RCU (KHOR; GARDET; XAVIER, 2011), incluindo o gene receptor da vitamina
D (VDR; do inglés Vitamin D receptor) que sintetiza o receptor da vitamina D, por meio do qual a
vitamina D exerce suas func¢Ges bioldgicas. VariagGes genéticas tém sido descritas para o gene VDR.
Os polimorfismos de VDR mais estudados sdo: Bsml, Apal, Taql e Fokl (KRELA-KAZMIERCZAL
etal., 2015).

A vitamina D exerce inimeras a¢fes no sistema imunoldgico e uma revisdo da literatura
sugere sua influéncia na etiopatogénese de doencas autoimunes (YANG et al., 2013a). Entretanto, o
papel da vitamina D efou do seu receptor (VDR) na susceptibilidade as DIl e no curso evolutivo
dessas doengas ainda € controverso (WANG et al., 2014). No Brasil, ndo existem artigos publicados
que tenham estudado os polimorfismos do VDR e sua associagdo com estado nutricional de vitamina

D em pacientes com DII, concomitantemente, justificando a realizacéo deste estudo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

Doencas inflamatdrias intestinais: aspectos clinicos e epidemioldgicos

A RCU é caracterizada pela inflamacéo das camadas intestinais mucosa e submucosa,
que acomete o reto e extensdo variavel do colon de forma continua (Figura 1) (DIGNASS et
al., 2012). E comumente diagnosticada na adolescéncia tardia ou no inicio da idade adulta,
mas pode ocorrer em qualquer faixa etaria, atingindo ambos os sexos de forma homogénea
(DA SILVA et al., 2014). Os sintomas da RCU sao dependentes de extensdo e gravidade da
doenca. Diarreia sanguinolenta ¢ mais frequentemente observada, mas sangramento retal,
urgéncia ou tenesmo e evacuacao noturna também sao relatados (MOWAT et al., 2011).

Por outro lado, a DC ¢ caracterizada por inflamacdo transmural, envolvendo todas as
camadas do TGlI, afetando de modo descontinuo qualquer porcdo deste, embora as regiGes
mais comumente acometidas sejam ileo e cdlon (MOWAT et al., 2011). Manifestacbes
perianais da doenca, como fistulas, estdo presentes em pelo menos 10% dos casos, no
momento do diagndstico (CARD; HUBBARD; LOGAN, 2003; MURDOCH et al., 2015).
Apresenta distribuicdo semelhante em ambos o0s sexos, com tendéncia para sexo feminino,
acomete com mais frequéncia adultos jovens, na faixa etaria entre 20 a 40 anos e um segundo
pico a partir dos 55 anos (MISZPUTEN, 2002; DOROFEEV; SHVETS, 2014).

Na DC, os sintomas sdo mais heterogéneos, pois dependem do segmento intestinal
afetado e da gravidade da doenca. Geralmente incluem diarreia por mais de 6 semanas, dor
abdominal e / ou perda de peso. Assim como na RCU, sintomas sistémicos como mal-estar,
anorexia, ou febre sdo caracteristicos da atividade de doenca (VAN ASSCHE et al., 2010).

As manifestaces clinicas da DC podem variar também de acordo com a forma
evolutiva que a doenca adquire. S&o trés os fenotipos: inflamatério ou ndo estenosante ndo
penetrante, caracterizado por processo inflamatorio continuo; estenosante, com o surgimento
de regides de estreitamento do limen; e penetrante, com o surgimento de fistulas
(enteroentéricas, enterovesicais, enterocutaneas, porém néo se incluem as perianais) (CARD;
HUBBARD; LOGAN, 2003; SOFIA et al., 2014).

Embora afete principalmente o TGI, manifestacbes extraintestinais, que podem
preceder o diagndstico, sdo observadas em até 50% dos pacientes (HARBORD et al., 2016).
Os distarbios mais frequentemente encontrados sdo musculo esqueléticos, mucocutaneos,
oftalmologicos e afeccGes do sistema hepatobiliar, como a colangite esclerosante primaria

(ISENE et al., 2015). No entanto, as menos frequentes, como manifestacbes pulmonares ou
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neuroldgicas, também devem ser consideradas em pacientes com DII. Estes sintomas podem
relacionar-se a atividade da doenca intestinal ou cursar de maneira independente (OTT;
SCHOLMERICH, 2013). A patogénese destas manifestacdes extraintestinais ndo é totalmente
conhecida, mas ha evidéncia de que fatores ambientais, imunoldgicos e genéticos estejam
implicados (KAMIRIS et al., 2016).

A ocorréncia de DIl em todo o mundo tem aumentado ao longo dos ultimos anos. Em
contraste com os paises desenvolvidos da América do Norte e Europa Ocidental, onde a
incidéncia vem se estabilizando ou diminuindo, o nimero de casos tem aumentado nos paises
em desenvolvimento, como os da América Latina, da Asia e na Europa Oriental (LAKATOS,
2006; DA SILVA et al., 2014; DOROFEEV; SHVETS, 2014). No entanto, a taxa de
incidéncia pode variar de 0,5 a 31,5 casos de RCU e de 5 a 10 casos de DC por 100.000
pessoas por ano, dependendo da populagédo estudada (BURISCH; MUNKHOLM, 2013). As
taxas de prevaléncia, incidéncia e mortalidade no Brasil, em sua totalidade, ainda sdo
desconhecidas, o que pode estar relacionado a subnotificagcdes ou a dificuldades de
diagnostico (SOUZA; BELASCO; AGUILAR-NASCIMENTO, 2008).

Contudo, estudos epidemioldgicos regionais da DIl foram realizados no Brasil.
Victoria e colaboradores (2009) estimaram a incidéncia e prevaléncia de DIl na cidade de
Botucatu, no estado de S&o Paulo, durante o periodo de 20 anos (1986 - 2005). Embora tenha
sido verificada maior incidéncia da RCU (4,48 casos/100.000 habitantes) em relacdo a DC,
houve decréscimo a partir de 2001. As prevaléncias de DC e RCU atingiram 5,65 e 14,81
cas0s/100.000 habitantes, respectivamente.

No estudo realizado por Parente et al. (2015), foram avaliadas as caracteristicas
demogréficas e os fendtipos clinicos da DIl em Teresina, no Piaui, demonstrando que do total
de 252 pacientes com DIl incluidos, 152 (60,3%) tinham RCU e 100 (39,7%) DC.

Etiopatogénese das doengas inflamatdrias intestinais
A etiologia das DIl ndo estd completamente elucidada, no entanto, acredita-se que seja
multifatorial, na qual susceptibilidade genética, fatores ambientais, microbiota intestinal e o
sistema imunoldgico estejam envolvidos em sua patogénese (LODDO; ROMANO, 2015).
Embora os estudos de associacdo do genoma humano tenham mostrado que as DII
possuem importante componente genético, a predisposicdo genética somente ndo € suficiente

para ocasionar o desenvolvimento da doenga. Outros fatores, incluindo os ambientais, devem
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desempenhar papel determinante, sugerindo o fendémeno "gatilhos multiplos™ que precipitam
o surgimento da doenca (LEONE; CHANG; DEVKOTA, 2013).

Fatores genéticos

RCU e DC, os principais subfendtipos de DII, sdo doencas poligénicas complexas
(SAADATI et al., 2016). Uma meta-analise, utilizando dados de estudos de associacdo do
genoma, incluindo mais de 75.000 pacientes adolescentes e adultos com DIl e controles
saudaveis, identificou 163 loci de susceptibilidade para DII, abrangendo aproximadamente
300 potenciais genes candidatos. Destes 163 loci, 110 conferiram risco para desenvolvimento
de ambos fendétipos. Dos loci restantes, 30 sdo classificados como especificos para DC e 23
para RCU (JOSTINS et al., 2012). As variacdes genéticas, de maneira geral, relacionam-se
com o reconhecimento de antigenos bacterianos e com o0s mecanismos de defesa do
organismo e essas alteraces contribuem para o estado de inflamacdo intestinal (DANESE;
FIOCCHI, 2011).

O gene CARD15 (do inglés caspase recruitment domain-containing protein 15),
inicialmente chamado de NOD2 (do inglés nucleotide-binding oligomerization domain 2),
localizado na regido IBD1 (do inglés Inflammatory Bowel Disease 1) do cromossomo 16, é o
mais estudado e suas variantes genéticas estdo relacionadas com aumento da susceptibilidade
ao desenvolvimento de DC, sendo observadas em aproximadamente 25-35% dos pacientes
com ascendéncia europeia (NEWMAN; SIMINOVITCH, 2005; SARTOR, 2006). A proteina
intracelular transcrita ativa as cascatas do fator nuclear kappa B (NF-xB, do inglés nuclear
factor kappa B) e das proteino-quinases ativadas por mitdgenos (MAP-K, do inglés mitogen
activated protein kinases), em resposta a estimulos de antigenos bacterianos (LODDO;
ROMANO, 2015). O NF-kB desempenha fung¢@o importante na manutencdo da homeostasia
da mucosa e age como mediador nas respostas especificas a patdgenos. E fator de transcricio
pré-inflamatorio, induzindo a expressdo de mediadores inflamatérios envolvidos na
patogénese da DC, como TNF-a e outras citocinas pro-inflamatérias (IL (interleucina) -1, IL-
6, IL-12; IL-18), anti-inflamatdrias (IL-10), quimiocinas (IL-8) e moléculas de adesdo, as
defensinas (SARTOR, 2006). O polimorfismo do gene NOD2/CARD15 tem sido associada a
localizagdo ileal e aos fendtipos estenosante e penetrante da DC (CLEYNEN et al., 2013).

Mutac0es nas regides de transcricdo dos genes SLC22A4 e SLC22A5 (do inglés solute
carrier family 22, members 4 e 5), que codificam as proteinas OCTN1 e OCTN2 (do inglés

organic cation transporters 1 e 2), respectivamente, localizadas na regido IBD5 no
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cromossomo 5, também tém sido associadas com DC. Essas variantes funcionais de
transportadores de cations organicos sdo ativamente expressas no epitélio intestinal,
macrofagos e células T (SARTOR, 2006).

Os genes mais associados com a RCU sdo aqueles que codificam o sistema antigeno
leucocitario humano (HLA, do inglés human leukocyte antigen), situados no brago curto do
cromossomo 6, sua principal funcdo é promover o reconhecimento dos antigenos pelos
linfécitos T, sendo caracterizados por serem altamente polimorficos (CHO; WEAVER, 2007;
DIGNASS et al., 2012). Os de classe 1l DR2, DR9, e DRB1, que codificam glicoproteinas
presentes nas membranas de linfocitos B, macrofagos, monacitos, células de Langerhans,
células dendriticas, células endoteliais e linfocitos T ativados, foram identificados como genes
de susceptibilidade para RCU, enquanto DR4 foi verificado como gene protetor. O haplétipo
HLA DRB1 esta associado a susceptibilidade de doenca extensa e aumento do risco de
colectomia (SARLOS et al., 2014).

Outros genes que possuem forte associacdo com a RCU sdo os que codificam as
proteinas da via se sinalizacdo Janus Kinase/Transdutores de Sinal e Ativadores de
Transcricdo (JAK/STAT), a proteina tirosina quinase JAK2, no cromossomo 9, e a STAT3
(do inglés signal transducers and activators of transcription 3), no cromossomo 17,
regulando a expressdo de uma variedade de genes em resposta a estimulos celulares, e assim
desempenha papel fundamental em diversos processos, tais como o crescimento celular e a
apoptose (POLGAR et al., 2012).

O gene de resisténcia a maltiplas drogas (MDR-1, do inglés multi-drug resistance
gene), que expressa a P-glicoproteina (Pgp), responsavel pelo desenvolvimento de resisténcia
a diversas drogas citotdxicas ndo relacionadas quimicamente, demostra associa¢cdes com RCU
e DC. Os genes dos receptores tipo Toll (TLR-2, 4, e 9, do inglés toll like receptors),
componentes da imunidade inata, sendo responsaveis pelo reconhecimento de antigenos e
ativacdo de vias de transcricdo, também tém sido associados com maior susceptibilidade as
DIl (SARLOS et al., 2014).

A identificacdo de variantes genéticas pode definir um fenotipo da doenca especifica
para ajudar a acompanhar a progressdo clinica e, eventualmente, desenvolver novas terapias
direcionadas (LODDO; ROMANO, 2015).
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Fatores imunol6gicos

A contribuicdo das disfun¢Bes no sistema imunoldgico no desenvolvimento da DIl é
amplamente aceita. Nestas doencas, ocorrem defeitos na defesa imunoldgica contra
microorganismos intestinais em dois niveis, com falha da barreira epitelial mucosa e alteracéo
das respostas imunologicas inata e adquirida do hospedeiro (MATRICON; BARNICH,;
ARDID, 2010).

O primeiro mecanismo de defesa do intestino é o epitélio, que unido por juncdes tight,
constitui barreira fisica que impede a penetracdo de elementos nocivos com potencial de
estimulacdo do sistema imunologico. Aumento na permeabilidade intestinal tem sido
observado em pacientes com DIl e em alguns dos seus parentes em primeiro grau. A redugéo
de outros fatores protetores, como defensinas na DC e de certos tipos de mucina na RCU,
também é frequente (WEHKAMP et al., 2005; TURNER, 2006). Isso associado a alteracdo do
balanco entre as bactérias benéficas e patogénicas na microbiota intestinal, descrito nas DI,
implica na perda da tolerancia as bactérias entéricas comensais, favorecendo a instalacéo,
amplificacdo e a perpetuacdo do processo inflamatorio nesses individuos (MASAKAZU;
YASUHIRO; MAMORU, 2010).

A imunidade inata é responsavel pelas respostas iniciais e rapidas, que localizam e
erradicam patogenos invasores para a sobrevivéncia do hospedeiro. No intestino, inclui as
celulas epiteliais fagociticas da barreira intestinal e de dentro da lamina propria
(MEDZHITOV; JANEWAY, 2000). Os neutrofilos sdo as células que primeiro respondem a
todos os tipos de insulto e desempenham papel central no processo inflamatério. Durante a
resposta inata inicial, ha aumento da permeabilidade vascular e observa-se infiltracdo de
neutréfilos nos tecidos, onde liberam peptideos antimicrobianos e espécies reativas de
oxigénio que podem, por si sé, causar danos aos tecidos. Essas células também recrutam e
ativam outros globulos brancos do sangue (por exemplo, macrofagos), por meio da producao
de quimiocinas, TNF-o, IL-1B, IL-6 e IL-8 (HANAUER, 2006).

As células apresentadoras de antigenos (neutréfilos, macréfagos e células dentriticas)
expressam varios tipos de receptores da imunidade inata, como TLR e tipo Nod (NLR, do
inglés nucleotide-binding oligomerization domain like receptors), que reconhecem padrdes
microbianos gerais. Adequada resposta imunologica inata é fundamental para o
reconhecimento da microbiota intestinal e o desenvolvimento do processo de tolerancia. Na
DIl, hd um defeito na imunidade inata, de modo que as bactérias que deveriam ser

reconhecidas e toleradas, exacerbam e deflagram a inflamacao (LEE et al., 2006).
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Por outro lado, h& incremento na imunidade adaptativa, ocorre hiperativacdo da
resposta imunomediada por células T helper (Th2), com aumento da infiltracdo de células
natural-killer no célon, que esta associada a hipersecrecao de IL-13, com potencial citotoxico.
As secrecdes de IL-5 e IL-17 também se encontram aumentadas em RCU. Na DC, ocorre
ativagdo excessiva da resposta Th1, com maior secrecdo de interferon gama (IFN-y), IL-1B e
TNF-a. Na mucosa intestinal dos pacientes com DC, os macro6fagos que, juntamente com as
células dendriticas, atuam como apresentadores de antigenos produzem grandes quantidades
de citocinas indutoras, como por exemplo, IL-12, e IL-18 (TARGAN; KARP, 2005;
DANESE; FIOCCHI, 2011).

A ativacdo de células-T indiferenciadas, os principais condutores da resposta
imunoldgica, é precipitada pelas células apresentadoras de antigeno. A secrecdo de citocinas
também induz a maturacdo dessas células-T, que é presumivelmente influenciada por fatores
genéticos e ambientais (DAVIES; ABREU, 2015).

Fatores ambientais

Dados epidemioldgicos e laboratoriais, bem como observagdes clinicas indicam a
importancia da influéncia do ambiente no desenvolvimento de DIl. Diante disso, muitos
possiveis fatores tém sido investigados, incluindo tabagismo, dieta, aspectos psicoldgicos,
utilizacdo de medicamentos anti-inflamatdrios nédo-esteroides e de contraceptivos orais,
apendicectomia, auséncia de aleitamento materno, bem como ocorréncia de infeccdes prévias
(MOLODECKY; KAPLAN, 2010).

A associagao entre dieta e DIl tem sido extensivamente estudada. Alguns mecanismos
pelos quais fatores dietéticos influenciam o desenvolvimento das DIl incluem modulacgéo dos
mediadores inflamatorios, efeitos na permeabilidade da mucosa intestinal, promocdo da
alteracdo na expressdo de genes e inducdo de mudancas na composicdo da microbiota
intestinal (LAKATOS, 2009; CHAPMAN-KIDDELL et al., 2010; CABRE; DOMENECH,
2012). O padréo de dieta ocidental, com elevada ingestdo de gorduras totais e carboidratos
simples, além de consumo reduzido de fibras dietéticas, estd implicado no aumento da
incidéncia de DIl (CHAPMAN-KIDDELL et al., 2010).

Da mesma forma, ha indicios de que a dieta possa modular significativamente a
atividade da doenca (DIXON et al., 2015). Alguns componentes dietéticos, com propriedades
anti-inflamatoria ou anti-oxidante, podem ter efeitos benéficos sobre o curso de doenca e na

melhora dos sintomas (URANGA et al., 2016). Devido as suas a¢des no sistema imunologico,
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a vitamina D tem sido apontada como possivel fator dietético com papel na patogénese e no
tratamento das DIl (LEGAKI; GAZOULI, 2016). A maioria dos estudos que discutem as
recomendacdes dietéticas, conclui que sdo necessarias dietas individualizadas para 0s
pacientes com DIl (NEUMAN; NANAU, 2012).

No que se refere & microbiota intestinal, os pacientes com DII apresentam alteracdo
em sua composicdo. Ha disbiose caracterizada por reducdo dos membros dominantes da
microbiota intestinal pertencentes aos filos Firmicutes e Bacteroidetes. Esse desequilibrio
causa mudancas funcionais que parecem estar envolvidas na fisiopatologia de muitas doencas,
incluindo DIl (MORGAN et al., 2012; MATSUOKA; KANAI; 2015).

Diagnostico e tratamento das doencas inflamatdrias intestinais

N&o ha padréo ouro estabelecido para diagnosticar DII, portanto, a investigacdo deve
envolver histéria clinica, exame fisico, achados endoscopicos, histolégicas e radioldgicos,
associados a marcadores bioquimicos, além de exclusao de agente infeccioso (VAN ASSCHE
et al., 2010; DIGNASS et al., 2012). Contudo, considerando esses critérios, cerca de 5% dos
pacientes com acometimento colonico sdo inclassificaveis, sendo denominados como “tipos
ndo classificados”. Nos casos em que foi realizada colectomia, e mesmo ap6s analise da peca
cirargica, ndo foi estabelecido diagndstico, os pacientes sdo ditos com colite indeterminada
(C1) (SILVERBERG et al., 2005; MOWAT et al., 2011).

O exame endoscopico é o método de escolha para o diagnoéstico inicial, além de ser
fundamental no manejo da doenca, pois permite avaliar as caracteristicas, a extensdo e a
gravidade das lesGes, além da coleta de bidpsias para analise microscépica (KIM; JANG,
2013). Os achados endoscépicos da RCU sdo caracterizados por mucosa edematosa, com
perda do padrdo vascular submucoso, enantema difuso, granularidade, exsudagdo e
friabilidade. Quando a inflamacdo afeta todo o célon, podem ser encontradas alteracdes no
ileo terminal por ileite de refluxo (DIGNASS et al., 2012).

Na DC, observam-se vilosidades com arquitetura irregular, inflamagdo focal
(descontinua) crénica, com infiltracdo de linfdcitos e células plasmaticas. Grande variedade
de caracteristicas microscépicas que ajudam a estabelecer seu diagndstico foi identificada,
sendo a distorcao de criptas e a presenca de granulomas as mais frequentes (VAN ASSCHE et
al., 2010).

As DIl sdo estratificadas de acordo com a classificacéo clinica de Montreal, que pode

ser utilizada na avaliagdo progndstica da doenga. A RCU € classificada segundo sua
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localizacdo no TGl e a gravidade de doenca. J& na DC, esta categorizacdo considera, além da
localizacdo da doenga, seu padrdo evolutivo e a idade de inicio da mesma. (SILVERBERG et
al., 2005). A extensdo da inflamacgéo e a gravidade da doenca irdo influenciar na escolha da
melhor opcdo terapéutica para cada paciente (SATSANGI et al., 2006).

A abordagem convencional das DIl tem por objetivo induzir e manter a remissao
clinica, livre de corticosteroides, minimizando assim o impacto na qualidade de vida.
(D’HAENS; GEBOES; RUTGEERTS, 2014). Os aminosalicitatos (derivados de acido 5-
aminossalicilico (5-ASA)) atuam na indugdo e manutencdo da remissdo, sendo a terapia de
primeira escolha para o tratamento da RCU. Em DC, a sulfasalazina é eficaz em pacientes
com doenga com acometimento colénico, mas ndo em doenca do intestino delgado. Os
corticosteroides sdo agentes anti-inflamatdrios potentes usados em crises moderadas e graves
da DC ou da RCU, sem nenhum papel na terapia de manutencdao (MOWAT et al., 2011).

Como adjuvantes, as tiopurinas (azatioprina ou mercaptopurina) sdo amplamente
utilizadas como terapia de inducdo e manutencgéo de remissdo em DC e nos casos de falha ou
intolerdncia ao tratamento com derivados de 5-ASA em RCU ou para pacientes que
necessitam de repetidos cursos de esteroide. Outro agente imunossupressor € o0 metrotrexato,
utilizado como segunda opcdo em doentes resistentes ou intolerantes a azatioprina ou
mercaptopurina (MOWAT et al., 2011).

Com os avangos na compreenséo da fisiopatologia das DIl e o advento de tratamentos
bioldgicos, que visam diretamente mediadores pré-inflamatoérios, os objetivos terapéuticos
evoluiram, incluindo a cicatrizacdo da mucosa intestinal. Infliximab e adalimumab, anticorpos
monoclonais anti-fator de necrose tumoral (TNF), tém demonstrado eficacia na inducdo e
manutencdo da remissdo na RCU moderada a grave (AKIHO et al., 2015) e também em
pacientes com DC com fendtipo inflamatorio ou fistulizante (MOWAT et al., 2011).

O tratamento cirurgico é considerado o Gltimo recurso, em casos de doenca refrataria a
terapia medicamentosa. Na DC complicada, a cirurgia em estagio inicial € uma alternativa
valida. Na RCU esta indicada também na presenca de cancer colo retal, e acometimento de
coto retal de colectomia prévia (MOWAT et al., 2011).

Fatores preditores de ma evolucdo em doencas inflamatorias intestinais
Nos ultimos anos, diferentes aspectos tém sido envolvidos como possiveis
influenciadores de ma evolugdo nas DII, e entre estes se incluem fatores demograficos,

clinicos, ambientais e genéticos que podem atuar separada ou associadamente, e inclusive se
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inter-relacionar (PEYRIN-BIROULET et al., 2010). A consideragdo destes dados pode
melhorar a gestdo dos pacientes com DIl, por meio do desenvolvimento de estratégias
terapéuticas que visam modificar o curso clinico da doenca, reduzindo o risco de recidiva,
hospitalizacdes e cirurgias (NG et al., 2015).

Stallmach et al. (2014), em estudo multicéntrico incluindo 262 centros de referéncia,
com pacientes com RCU, por meio de andlise de regressdo multivariada de Cox, identificaram
parametros clinicos no momento do diagnostico que permitem prever doenca grave. Sendo
caracterizada pela necessidade de medicamento imunossupressor, sendo estes: idade jovem,
extensdo da RCU na apresentacdo inicial (pancolite), exigéncia de internacdo do paciente, uso
de esteroides e corticodependencia.

Sugere-se que, além de ser fator de protecdo para o surgimento de RCU,
apendicectomia pode influenciar o curso clinico da doenca, contudo, os dados sdo
conflitantes, necessitando ser investigado em estudos prospectivos (DA SILVA et al., 2014).
Enquanto alguns trabalhos indicam que reduz a taxa de recorréncia da doenga, necessidade de
tratamento com imunossupressor e colectomia (FLORIN; PANDEYA; RADFORD-SMITH,
2004), outro estudo, que combinou a avaliacdo de coorte retrospectiva com 2980 pacientes
com RCU e meta-anélise sobre o tema, concluiu que apendicectomia ndo estava associada
com diminuigéo da gravidade da doenga (PARIAN et al., 2016).

Por outro lado, a colangite esclerosante primaria esta associada com risco aumentado
de cancer colorretal em RCU (ZHENG; JIANG, 2016), que juntamente com a colectomia, sdo
os principais desfechos desfavoraveis em RCU, em termos de qualidade de vida e mortalidade
(DA SILVA et al., 2014). Nesse contexto, pacientes que apresentam colangite esclerosante
primaria desenvolvem um fen6tipo de doenca diferenciado dos demais individuos com RCU
(SOKOL et al., 2008).

Ao avaliar a necessidade de cirurgia nos pacientes com RCU, verificou-se risco
elevado de colectomia associado com doenga extensa, uso de pelo menos um curso de
corticosteroides ou hospitalizagdo devido a complicacfes da doenca (DIAS et al., 2015).

Tabagismo é um dos fatores ambientais de risco para DIl mais importantes e bem
caracterizados, porém essa associa¢do € complexa e seu mecanismo patogénico nao esta claro
(LEGAKI; GAZOULLI, 2016). Historicamente, estudos demonstraram o efeito protetor do
tabagismo na RCU, maior risco para o desenvolvimento de doenca em ex-fumantes, e piora

da evolucéo clinica com a cessacdo do habito de fumar (COSNES, 2004).
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Da mesma forma, foi observado risco reduzido de RCU em fumantes, além de
pacientes com curso mais brando de doenga, com menor numero de internagdes, necessidade
de esteroides e colectomia (LAKATOS; SZAMOSI; LAKATOS, 2007). De outro modo,
recente metanalise reunindo 16 estudos que avaliaram o efeito do tabagismo sobre a extenséo
e atividade de doenga, necessidade de colectomia e desenvolvimento de bolsite, concluiu que
0 tabagismo parece ndo afetar a histdria natural da RCU. Comparados aos ndo fumantes, nao
foram observados beneficios em relacdo aos desfechos avaliados (TO; FORD; GRACIE,
2016).

Em DC, o tabagismo ativo no momento do diagndstico foi associado com a
necessidade precoce de cirurgia (menos de 3 anos apds diagndstico) (SANDS et al., 2003) e
considerado fator preditivo de desenvolvimento de doenca complicada por estenoses e fistulas
(LAKATOS et al., 2009). Apo6s resseccdes intestinais, o tabagismo tem sido sugerido como
forte preditor de recaida no pés-operatorio, sendo duas vezes maior a necessidade de nova
cirurgia. Outro preditor indiscutivel independente de recorréncia pos-operatoria é a historia de
resseccdo prévia (BEAUGERIE; SOKOL, 2012).

O estudo de Cosnes et al. (2002), com 1.199 pacientes com DC e tempo médio de
acompanhamento de 8,6 anos, identificou que a idade inferior a 40 anos e a presenca de leséo
perianal no momento do diagnostico sdo preditores independentes do desenvolvimento de
fendtipo penetrante, enquanto que o desenvolvimento de fendtipo estenosante teve
envolvimento jejunal ou ileal como preditores (COSNES et al., 2002). LesGes em TGl
superior no momento do diagnéstico também foram apontadas como preditores de evolucédo
desfavoravel, com risco aumentado de recidiva da doenca (WOLTERS et al., 2006;
BEAUGERIE; SOKOL, 2012). Assim como na RCU, a gravidade da doenca ndo parece ser
afetada pela histéria familiar de DIl (HENRIKSEN et al., 2007).

Beaugerie et al. (2006) realizaram um estudo coorte, em um centro de referéncia em
Paris, com tempo de seguimento de cinco anos apos o diagndéstico de DC, a fim de identificar
fatores preditivos de curso de doenca incapacitante. Sendo definida como presenca de pelo
menos um dos seguintes critérios de gravidade: necessidade de dois ou mais cursos de
corticoterapia e/ou corticodependéncia; hospitalizacdo para tratamento ou por complicacbes
da doenca; presenca de sintomas incapacitantes cronicos, como fortes dores abdominais e
diarreia recorrente; necessidade de terapia imunossupressora; resseccao intestinal ou

intervencdo cirdrgica para tratamento da doenca perianal.
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Os parametros clinicos identificados como fatores progndsticos independentes foram o
tratamento inicial com corticosteroides, idade inferior a 40 anos no momento do surgimento
da doenca e presenca de doenca perianal ao diagnostico, sendo significativamente associados
ao desenvolvimento de doenca incapacitante (BEAUGERIE et al., 2006). Outro estudo de
coorte com tempo de acompanhamento superior a cinco anos, utilizando o mesmo conceito de
curso de doenga incapacitante proposto por Beaugerie et al. (2006), verificou ainda que a
doenca ileo-colonica também € um marcador preditivo desta enfermidade (LOLY;
BELAICHE; LOUIS, 2008).

Identificar fatores prognosticos genéticos em DIl é uma opcdo interessante. A
principal vantagem é a sua estabilidade em longo prazo, o que ndo ocorre com outros fatores
preditivos potenciais, como parametros clinicos ou marcadores soroldgicos. Esses preditores
tém sido menos estudados em RCU do que em DC, no entanto, apesar do nimero crescente de
loci de susceptibilidade identificados em ambas as doencas, poucos tém apresentado
implicagdes na evolugdo da doenga (KHOR; GARDET; XAVIER, 2011). A presenca de
polimorfismo no gene NOD2 tem sido associada com curso clinico mais agressivo de CD,
maior risco de estenose intestinal, necessidade precoce de cirurgia € menor intervalo até a
recaida no pos-operatorio (ABREU, 2002).

Anticorpo anti-saccharomyces cerevisiae (ASCA, do inglés anti-saccharomyces
cerevisiae antibody) e anticorpo anticitoplasma de neutrofilo perinuclear (p-ANCA, do inglés
perinuclear antineutrophil cytoplasmic antibodies associated), associados a DC e RCU,
respectivamente, foram os primeiros marcadores soroldgicos identificados em DII. Esses
marcadores utilizados para diferenciar as DII, parecem ter papel prognéstico. Ha evidéncias
de que a presenca de ASCA implica em DC grave e refrataria, ao passo que p-ANCA positivo
em doentes com RCU parece estar associado com resisténcia ao tratamento (PRIDEAUX et
al., 2012).

Vitamina D

A vitamina D, ou colecalciferol, € um pré-hormonio esteroide, cuja principal funcédo
consiste na regulacdo da fisiologia osteomineral, em especial do metabolismo do calcio, por
meio da sua interacdo com as paratireoides, rins e intestino (ARNSON; AMITAL;
SHOENFELD, 2007). No entanto, novas perspectivas sobre o papel da vitamina D em varios
outros processos fisiologicos tém sido demonstradas, em particular, importante efeito na
resposta do sistema imunoldgico (CANTORNA et al., 2004; HOLICK, 2004).
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Esta presente na natureza em duas formas principais: vitamina D2 (ergocalciferol),
encontrada em plantas, leveduras e fungos; e vitamina D3 (colecalciferol), obtida a partir de
fontes animais, tais como 0Oleo de peixe, figado bovino e gema de ovo. Entretanto, as fontes
dietéticas sdo responsaveis por suprir apenas 20% das necessidades corporais. A principal
fonte da vitamina D é a sintese endégena na pele apds exposicdo a radiacdo ultravioleta
(ARNSON; AMITAL; SHOENFELD, 2007; RAMAN et al., 2011).

Metabolismo

O precursor cutaneo da vitamina D (7-desidrocolesterol), exposto a radiacdo
ultravioleta, é submetido a clivagem fotoquimica originando a pré-vitamina D3. Essa
molécula termo labil, em até 48 horas, sofre alteracdo molecular dependente da temperatura, o
que resulta na formacdo da vitamina D3 (colecalciferol) (Figura 2). A pré-vitamina D3
também pode ser isomerizada, originando produtos biologicamente inativos, mecanismo que
evita producgdo excessiva de vitamina D ap6s periodos de exposicao prolongada ao sol. O grau
de pigmentacdo da pele é outro fator limitante para a producdo de vitamina D, uma vez que
maior contetdo de melanina limita a penetracdo de raios ultravioleta (ARNSON; AMITAL;
SHOENFELD, 2007; CASTRO, 2011).

No sangue, a vitamina D é carreada principalmente pela proteina ligadora de vitamina
D (DBP, do inglés vitamin D binding protein), embora uma pequena fracdo esteja ligada a
albumina. Ao alcancar o figado, a vitamina D sofre hidroxilacdo, mediada por uma enzima
citocromo P450 denominada CYP2R1, sendo convertida em 25-hidroxivitamina D
(25(0OH)D) que é biologicamente inativa (ARNSON; AMITAL; SHOENFELD, 2007).

A ativacdo da vitamina D ocorre nas células do tubulo contorcido proximal no rim,
onde passa por uma hidroxilacdo adicional no carbono 1, catalisada pela enzina 1-a-
hidroxilase (CYP27B1), originando a 1,25 didroxivitamina D3 (1,25(0OH).D3), forma
biologicamente ativa (HOLICK, 2004). Todavia, atualmente, reconhece-se a existéncia da
hidroxilagdo extra renal da vitamina D, originando a vitamina que agiria de maneira autécrina
e paracrina, com funcdes de inibicdo da proliferacdo celular, promoc¢do da diferenciacao
celular e regulacdo imunologica. Assim sendo, a vitamina influenciaria o desenvolvimento
das doencgas autoimunes, cardiovasculares e neoplésicas (LEVENTIS; PATEL, 2008; CHEN
etal., 2013).
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Figura 1: Metabolismo da vitamina D e principais efeitos bioldgicos (Adaptado de HOLICK,
2007).

A vitamina D pode ser quantificada a partir da concentracdo de 25(OH)D, que
representa a forma circulante em maior quantidade no sangue, refletindo o contetdo ingerido
e produzido na pele (LEVENTIS; PATEL, 2008). Em contrapartida, ndo ha consenso quanto
ao ponto de corte para a definigdo de “suficiéncia em vitamina D” (CASTRO, 2011).

Especialistas concordam que, para correcdo do hiperparatiroidismo secundario,
reducdo do risco de quedas e fraturas e a maxima absorcao de calcio, o melhor ponto de corte
de 25(OH)D € de 30 ng/mL (75 nmol/L). Dessa maneira, concentracdes séricas abaixo de 20
ng/mL (50 nmol/L) sdo classificadas como deficiéncia de vitamina D, entre 20 e 29 ng/mL
(50 e 74 nmol/L) como insuficiéncia e entre 30 e 100 ng/mL (75 e 250 nmol/L) como
suficiéncia (HOLICK et al., 2011). Portanto, concentracdes séricas de 25(OH)D abaixo de 30
ng/mL (75 nmol/L) sdo consideradas como hipovitaminose D (HOLICK et al., 2011; 2012).

Esse ponto de corte também é recomendado pela diretriz da Sociedade Brasileira de
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Endocrinologia e Metabologia (MAEDA et al., 2014), porem diferem daqueles aceitos (20
ng/mL) pelo Institute of Medicine (IOM, 2011).

Vitamina D e sistema imunolégico

A vitamina D exerce suas funcbes bioldgicas por meio da sua ligagdo a receptores
nucleares especificos, os receptores de vitamina D (VDR), que regulam a transcricdo do DNA
em RNA. Os principais 6rgdos-alvo para a 1,25(0OH).D3 sédo intestino delgado, 0sso
(osteoblastos, osteoclastos), glandulas paratireoides e rins. No entanto, esses receptores séo
expressos por varios tipos de células, incluindo células hematopoiéticas, células epidérmicas,
células pancreédticas, midcitos e neurdnios (SZODORAY et al., 2008; MARQUES et al.,
2010).

A acdo bioldgica da vitamina D se estende além do metabolismo 6sseo, e inclui varios
efeitos no sistema imunoldgico, no crescimento e diferenciacdo de varias linhagens celulares
(PELAJO; LOPEZ-BENITEZ; MILLER, 2010). A descoberta da expressédo de enzimas 1-
alfa-hydroxylase e do VDR em macro6fagos, células dendriticas e os linfocitos T e B, apontou
que estas células sdo capazes de converter percursores da vitamina D na sua forma ativa que
ird agir de forma autdcrina e parécrina nas células do sistema imunoldgico (ADORINI;
PENNA, 2008). Esses achados postularam a atuagdo da vitamina D em processos de
proliferacdo e diferenciacdo celular, além de imunomodulacdo. (MARQUES et al., 2010;
WANG; ZHU; DELUCA, 2012).

De maneira geral, o efeito da vitamina D no sistema imunolédgico se traduz em
aumento da imunidade inata associado a regulacdo multifacetada da imunidade adquirida
(ADORINI; PENA, 2008). A 1,25(0OH)2D3 é capaz de modular as respostas imunoldgicas
adaptativa, alterando as acdes de células T e B ativadas, e inata, regulando macréfagos e
células dendriticas (REICH et al., 2014).

Dentre as principais fungdes da vitamina D no sistema imunoldgico, podemos destacar
o0 estimulo da resposta quimiotatica e fagocitica de macréfagos e da producdo de proteinas
antimicrobianas, tais como catelicidina, inibicdo da expressdo das moléculas de
reconhecimento de antigenos (MHC-II, do inglés major histocompatibility complex), inibi¢&o
da diferenciacdo de mondcitos em células dendriticas e regulacdo negativa da producéo de
varias citocinas pré-inflamatorias, tais como a IL-1, IL-6, IL-8, e TNF-a (SUN, 2010).

A vitamina D também atua na regulacdo da diferenciacéo e ativacdo de linfocitos T,

diminuindo a producéo de citocinas pelas células Thl (IL-2 e IFN-y) e aumentando a resposta



29

celular mediada por Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10) (MORA; IWATA; VON ANDRIAN, 2008;
SUN, 2010). O aumento da diferenciacdo de células Th2 é resultado da acdo direta da
vitamina D3 nas células T CD4, enquanto que a reducéo na diferenciacdo de células Thl é
devido aos efeitos da vitamina D3 em células dendriticas (MORA; IWATA; VON
ANDRIAN, 2008).

Células Th17 constituem outro alvo da vitamina D, promovendo supressdo dessas
células por causa da sua capacidade de produzir IL-17, citocina pré-inflamatoria. Além disso,
a 1,25(0OH).D3 promove a inducéo de células T reguladoras (Treg), as quais tém propriedades
Imunossupressoras, sendo protetoras contra a autofagia (SUN, 2010; HEWINSON, 2012).

A concentragdo serica de vitamina D necessaria para garantir o bom funcionamento do
sistema imunologico ainda ndo estd definida. Provavelmente, esse valor deve ser diferente
daquele necessario para prevenir a deficiéncia de vitamina D ou manter a homeostase do
calcio (MARQUES et al., 2010).

Vitamina D e doencas inflamatdrias intestinais

A hipovitaminose D tem sido relatada em até 60% dos pacientes com DIl
(ABRAHAM; PRASAD; MALATY, 2014). Uma meta-analise mostrou que esses pacientes
tinham chances 64% maiores de deficiéncia de vitamina D quando comparados aos controles
(DEL PINTO et al., 2015). Contudo, néo esta claro se a deficiéncia seria possivel contribuinte
para o inicio e progressdo da doenca ou consequéncia desta. A maioria dos estudos foi
conduzida apds o diagndstico estabelecido da doenca e poucas pesquisas de intervencdo
examinaram esta questdo de provar a causalidade (ANANTHAKRISHNAN, 2016).

Foi realizado estudo coorte prospectivo (1986 — 2008) com 72.719 mulheres adultas
inscritas no Estudo de Salde das Enfermeiras, nos Estados Unidos, que documentou
incidéncia de DIl na populacdo estudada durante o periodo de seguimento. Foi demonstrado
que concentracdes mais elevadas de vitamina D ao rastreio foram associadas com reducao
significativa no risco de DC incidente e reducdo nédo significativa no risco de incidéncia de
RCU (ANANTHAKRISHNAN et al., 2012).

Nos pacientes ja diagnosticados, a deficiéncia de vitamina D pode ocorrer por
diferentes mecanismos, como a diminui¢do da exposicao a luz solar ou ingestdo reduzida de
alimentos fontes de vitamina D (como leite e derivados) devido aos sintomas da doenca, por

ma absorcdo, em razdo da inflamacdo intestinal ou resseccdo intestinal prévia em pacientes
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com DC, ou ainda, por maior captacdo celular no tecido inflamado (PALMER; WEAVER,
2013; DEL PINTO et al., 2015).

A partir de seus efeitos na modulacdo do sistema imunologico, sugere-se que a
vitamina D possa influenciar a gravidade da inflamacdo na DII. Em estudo retrospectivo com
uma populagdo mista com DI, baixas concentra¢fes séricas de 25(OH)D foram associadas
com maiores escores de atividade clinica em DC e RCU, mas ndo com o risco de
hospitalizacdes médicas ou cirurgicas (ULITSKY et al., 2011).

Porém, outro estudo coorte prospectivo multicéntrico, envolvendo 3.217 pacientes,
concentragfes séricas reduzidas de 25(OH)D (<20ng/mL) foram associadas com risco
aumentado de hospitalizacdes e cirurgias em DC e RCU (ANANTHAKRISHNAN et al.,
2013). Além disso, em estudo retrospectivo com pacientes com DIl no sul da Asia, aqueles
com deficiéncia de vitamina D apresentavam curso de doenca mais agressiva, com 14% dos
pacientes com deficiéncia necessitando de tratamento cirurgico (BOYD, LIMDI, 2013).

Em ensaio clinico ndo controlado, 18 pacientes com DC foram inicialmente tratados
com 1.000 Ul de vitamina D por dia, durante 2 semanas. Posteriormente, a dose foi
aumentada (até o maximo de 5.000 Ul) até atingir concentracdo sérica de 40 ng/mL de
25(0OH)2D3. Apos 24 semanas, observou-se significativa redugdo do indice de atividade da
DC (CDAI) e melhoria da pontuacdo em questionario de qualidade de vida para pacientes
com DIl (IBDQ, do inglés Inflammatory Bowel Disease Questionnaire) (YANG et al.,
2013b).

Da mesma forma, ao avaliar a qualidade de vida e a atividade de doenca, utilizando os
indices de atividade de DC simplificado e de atividade clinica de colite simples em adultos,
em acompanhamento ambulatorial, um estudo transversal verificou que deficiéncia e
insuficiéncia de vitamina D estavam associadas a atividade de doenca em RCU e DC, mas
ndo a qualidade de vida (TORKI et al., 2015).

Valores reduzidos de vitamina D também tém sido associados com outros resultados
clinicos, como resposta a terapia anti-TNF, infec¢do por Clostridium difficile e mortalidade
(ARDESIA; FERLAZZO; FRIES, 2015). Zator et al. (2014) realizaram estudo randomizado
envolvendo pacientes com DII, submetidos a terapia com anti-TNF, com concentraces
séricas de vitamina D inferiores a 30ng/mL, que foram divididos em 2 grupos. Um grupo
recebeu a suplementacdo de 50000 IU vitamina 25(OH)D por 12 semanas, e outro placebo.

Apos a intervencdo, insuficiéncia de vitamina D foi associada com interrupcdo precoce do
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tratamento com anti- TNF, de forma mais pronunciada em pacientes com DC (ZATOR et al.,
2014).

Receptor da vitamina D

O VDR é um receptor nuclear da familia dos receptores hormonais expresso em
diversos tecidos e células do sistema imunoldgico, sendo especificamente ativado por
1,25(0OH).D3. Regula a transcricdo de diversos genes, produzindo proteinas especificas para
executar a atividade bioldgica da vitamina D (SUN, 2010). Assim, em sua estrutura, ele
apresenta dominios especificos para o acoplamento da 1,25(0OH)2D3, heterodimerizagdo com
o0 receptor X retinoico (RXR), ligagdo ao DNA e ativacdo da transcricdo (CHRISTAKOS;
DHAWAN; VERSTUYF et al., 2016).

Ao se ligar ao VDR, a vitamina D ativa promove alteracdo conformacional desse
receptor, aumentando sua afinidade pelo RXR, que interage com o mesmo, formando um
heterodimero 1,25(0OH).D3-VDR-RXR (CHRISTAKOS et al., 2016). Geralmente, quando o
RXR esta dimerizado com VDR, ocorre uma alteracao alostérica do receptor que o impede de
ligar-se ao acido 9-cis-retinoico, assim o complexo formado ndo responde ao ligante deste
receptor (BARRA et al., 2004).

Entdo, o heterodimero se acopla a uma sequéncia especifica do DNA nos seus genes-
alvos, denominada elementos de resposta a vitamina D (VDRE - vitamin D response
elements), nas regides promotoras dos genes que sdo ativados pela vitamina D. Entretanto,
para promover a ativacdo ou a repressao génica, o heterodimero recruta complexos de
proteinas corregulatérias do VDR que permitem a ligacdo entre o receptor e 0 aparato de
transcricdo, desencadeando a resposta bioldgica (PIKE; MEYER, 2012) (Figura 3).



32

e |%]s] ®lal®ls)

1,25(0H),D,

Figura 2: Interacdo entre vitamina D e seu receptor nas células alvo. (Adaptado de
PALOMER et al., 2008). Legenda: DBP: proteina ligadora da vitamina D; 1,25(0OH)2D3:
1,25-dihidroxivitamina D3; RXR: receptor X retinoide; VDR: receptor de vitamina D; RNA:
acido ribonucleico.

Assim como outros membros da familia de receptores nucleares, o VDR localizado em
invaginacdes da membrana celular pode apresentar respostas rapidas ndo gendmicas, pela
ligagdo da 1,25(OH).D3. A sinalizacdo intracelular para esse tipo de resposta bioldgica
acontece por meio da indugdo de canais ibnicos de calcio transmembrana voltagem-
dependente (NORMAN, 2006).

O VDR é sintetizado a partir de um gene localizado no cromossomo 12, na posi¢ado
12q 13.1, conhecido como gene VDR (MIYAMOTO et al., 1997). Este gene VDR possui 9
éxons e 8 introns distribuidos entre as regibes 5 promotora e 3'regulatoria. Nesta ultima,
existe uma longa regido 3" que ainda néo foi traduzida, sendo conhecida como 3 unstranlated
region (3'UTR), sendo esta envolvida na expressdo genética, especialmente por meio da
regulacdo da estabilidade do RNA mensageiro (DURRIN et al., 1999). Os éxons 2 e 3 do gene
VDR estdo envolvidos com o dominio de ligagdo ao DNA, e os éxons 7, 8 e 9 estdo
envolvidos com o dominio de ligacdo a vitamina D (PALOMER et al., 2008; WANG; ZHU;
DELUCA, 2012).
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Polimorfismo do receptor de vitamina D

O tipo mais frequente de polimorfismo no genoma humano consiste em variantes nas
posicbes de um unico nucleotideo em um cromossomo, chamados polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs, do inglés single nucleotide polymorphisms) (WANG; ZHU;
DELUCA, 2012), que podem ou ndo ter efeitos bioldgicos (VALDIVIELSO; FERNANDES,
2006).

Variantes genéticas do VDR foram identificadas em regides promotoras nos éxons 1,
entre os éxons 2 e 9 e na regido 3"UTR. A maioria dos polimorfismos descritos localiza-se em
regides regulatérias, determinando alteracfes na expressdo génica, mas nao mudancas
estruturais na sequéncia dos aminoécidos da proteina a ser sintetizada, sendo denominados
polimorfismos sinénimos, com efeito funcional desconhecido (UITTERLINDEN et al.,
2004).

Os polimorfismos de VDR mais estudados sdo Bsml, Apal, Taql e Fokl (Figura 4),
os quais foram definidos e nomeados, historicamente, pelas enzimas de restricdo associadas
(BURTON; TOBIN; HOPPER, 2005). Esses polimorfismos tém sido associados com a
ocorréncia de: doencas autoimunes, como diabetes mellitus tipo 1, artrite reumatoide, 1Upus
eritematoso sistémico, esclerose multipla e DIl (MARQUES et al., 2010; YANG et al.,
2013a).
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Figura 3: Gene do receptor de vitamina D e seus polimorfismos (MORAND et al., 2014).

Os polimorfismos Apal e Tagl estdo localizados na regido 3’ regulatoria do gene. Apal
(rs7975232) ¢é definido pela substituicdo timina por guanina (T—G) na posicdo 64978 do
intron 8, sendo nomeado “A” para o alelo com timina e “a” para o alelo com guanina. Ja
polimorfismo Taql (rs731236), na posi¢do 65058 do exon 9, é definido pela substituicdo de

timina por citosina (T—C), sendo definido “T” para o alelo com timina e “t” para o alelo
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citosina. Esse polimorfismo resulta na troca de um cédon (ATC—ATT), que codifica o
mesmo aminoacido isoleucina. O polimorfismo Fokl (rs 2228570) esté localizado no éxon 2,
na posicdo 30920, sendo definido pela substituicdo de citosina por timina (C—T) com “F”
indicando a presenca de citosina ¢ “f” de timina. E o polimorfismo Bsml (rs1544410) esta
localizado no intron 8 e corresponde a troca de uma guanina (G) por uma adenina (A)
(MORRISON et al., 1994). A inicial mailscula de cada variante é utilizada para designar o
alelo selvagem, enquanto as iniciais mindsculas sdo utilizadas para indicar os alelos
polimorficos.

Embora Apal e Tagl ndo produzam nenhuma alteracdo estrutural na proteina VDR,
alteracdes na estabilidade e na eficiéncia de traducdo do RNA mensageiro (RNAm) tém sido
descritas, resultando na reducdo da expressdo do gene VDR (CARVALHO et al., 2015). Tem
se investigado.a extensdo do desequilibrio de ligacdo, que ocorre quando ha associacdo néo-
aleatdria entre os alelos em diferentes loci, entre as variantes genéticas Apal, Taql e Bsml do
VDR Atualmente, trés haplotipos estdo bem definidos envolvendo esses polimorfismos: baT,
BAt e bAT, mas ndo se sabe sua relevancia funcional (MORRISON et al., 1994;
MONTICIELO et al., 2012).

J& o polimorfismo Fokl, por estar localizado no inicio do éxon 2, ocasiona a criagao de
um coédon de iniciagdo adicional (ACG—ATG). A presenca da variante Fokl, definida como
“f” (codon ATG), determina a producdo da proteina do VDR completa (427 aminoacidos),
enquanto que a auséncia da variante FokI definida como “F” (c6don ACG), inicia a tradugéo
de outra regido e sintetiza uma versdo levemente truncada da proteina do VDR, com trés
aminoacidos a menos (424 aminoécidos) (ARAI et al., 1997; MONTICIELO et al., 2012). Foi
demonstrado in vitro que a proteina curta parece ter atividade transcricional maior que a
proteina longa (JURUTKA et al., 2000), podendo ocasionar maior funcionalidade do VDR, o
gue modificaria o efeito determinado pela vitamina D em diferentes células e tecidos
(MONTICIELO et al.,, 2012; CARVALHO et al., 2015). O polimorfismo Fokl pode ser
considerado um marcador genético independente, pois ndo parece estar em desequilibrio de
ligacdo com qualquer outro polimorfismo do gene VDR (MONTICIELO et al., 2012).
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Polimorfismo do receptor de vitamina D e doencas inflamatdrias intestinais

Desde 2000, quando foi realizado o primeiro estudo caso-controle envolvendo a
presenca do polimorfismo do receptor da vitamina D e a susceptibilidade & DIl (SIMMONS
et al., 2000), os achados de diferentes estudos permanecem conflitantes (XUE et al., 2013;
WANG et al., 2014).

Uma meta-analise incluindo nove estudos sobre os quatro polimorfismos VDR: Taql,
Bsml, FoklI e Apal, verificou que em asiaticos, o gen6tipo “ff” de FoklI foi associado com
risco aumentado de RCU; reducédo significativa no risco de DC para todos os portadores do
alelo Apal; aumento significativo no risco de DC para os europeus portadores do genotipo
Taql “tt”; além disso, o genotipo “TT” de Taql, em homens, esta associado a
susceptibilidade tanto a RCU quanto a DC (XUE et al., 2013).

Em contraste, outra meta-analise recente realizada por Wang et al. (2014)
investigando a associacdo entre as DIl e polimorfismos de VDR, exceto para Tagl, ndo
verificou associacdo entre os polimorfismos Apal, Bsml e Fokl com DIIl. No entanto, ao
analisar subgrupos foi observada a associacdo de Bsml, em asiaticos, e Apal com risco
aumentado de DC, enquanto Tagl foi associado com reducdo do risco de RCU,
especialmente em caucasianos, demonstrando a questdo de perfis genéticos divergentes entre
diferentes grupos étnicos.

Na tabela 1 séo descritos trabalhos que avaliaram a associagdo dos polimorfismos do
gene VDR e a susceptibilidade a DII.



Tabela 1 - Estudos de associacdo dos polimorfismos do gene do receptor de vitamina D e a
susceptibilidade a doencga inflamatdria intestinal.

Local de estudo

Autor, ano Populagéo (n amostral) Principais resultados
Polimorfismos estudados
Simmons et al., Reino Unido/Oxford Tagl (gendtipo “tt”) foi significativamente
2000 567 europeus (RCU=158; mais frequente em DC comparado a RCU e
DC=245; Controle=164) grupo  controle, sendo  associado a
Apal, Tagl e Fokl suscetibilidade de DC.
Martin et al., Alemanha Tagl (genétipo “tt”) foi significativamente
2002 307 europeus (DC=95; RCU=93; mais frequente em RCU comparado aos
Controle=119) controles.
Taqgl Tagl (gendtipo “tt”) foi positivamente
associado & DC fistulizante e estenosante.
Dresner- Israel/Jerusalém Gendtipo “BB” do polimorfismo Bsml foi
Pollack et al., 684 israelenses (DC= 228; sendo mais frequente em pacientes israelenses
2004 Ashk=129 e NAshk=99); Ashkenazi com RCU do que no grupo
RCU=151; Ashk=72 e controle Ashkenazi.
NAshk=79); Controle =495;
Ashk=143 e NAshk=352)
Bsml
Naderi et al., Ird Fokl (genotipo “ff”) foi significativamente
2008 380 iranianos (DC=80; mais frequente em DC e RCU comparado ao
RCU=150; Controle=150) grupo controle,
Apal, Tagl, Bsml e Fokl
Noble et al., Edimburgo N&o foi encontrada diferenca estatistica entre
2008 680 escoceses (DC=286, 0s grupos DC, RCU e controles para 0s

RCU=154; Controle=240)
Apal e Tagl

polimorfismos de VDR estudados.

Pluskiewicz et

Pol6nia

N&o foi observada diferenca na distribuicdo

al., 2009 94 europeus (RCU=47,; dos polimorfismos de VDR entre RCU e
Controle=47) grupo controle.
Apal, Bsml e Taqgl

Peietal., 2011 China Foi encontrado maior frequéncia no genétipo

468 Han chineses (RCU=218;
Controle=250)
Apal, Tagl, Bsml e Fokl

“Bb” do polimorfismo Bsml em pacientes
com RCU.
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Local de estudo

Autor, ano Populagéo (n amostral) Principais resultados
Polimorfismos estudados
Hughes et al., Irlanda Ndo foi encontrada associacdo entre 0s
2011 1359 irlandeses (DC=413; polimorfismos de VDR na DII. Entretanto,
RCU=247; Controle=699) quando DC e RCU foram analisados
Apal, Taql, Bsml e Fokl separadamente, foi encontrado discreto
aumento de risco para desenvolver RCU em
individuos com genétipo “Ff” (Fokl) e maior
suscetibilidade para desenvolver DC nos
individuos com o gendtipo “BB” ou “bb”
(Bsml).
Bentley et al., Nova Zelandia N&do foi encontrada diferenca significativa
2011 1379 neozelandeses (DC=449, entre 0s grupos para os polimorfismos de
RCU=448; Controles=482) VDR estudados.
Fokl, Bsml e Tag|l
Xiaetal., 2014 China N&o foi encontrada diferenca entre RCU e
871 chineses controles para os polimorfismos estudados.
(RCU=382; Controle=489) Fokl pode influenciar a gravidade de doenca:
Apal, Taql, Bsml e Fokl gendtipos “FF” e “Ff” foram mais frequentes
em pacientes com doenca moderada quando
comparado a pacientes com doenca grave.
Xiaet al., 2015 China Polimorfismos foram mais frequentes em DC

763 chineses

(DC=297; Controle=466)
Apal, Taql, Bsml e Fokl
25(0H)D (DC=124;
Controle=188)

do que no grupo controle.
Deficiéncia de vitamina D foi
significativamente mais frequente em DC do
que no grupo controle.

Polimorfismo Apal e deficiéncia de vitamina
D foram considerado fatores de risco

independente para DC.

Legenda: DC: Doenca de Crohn; RCU: Retocolite ulcerativa; VDR: Receptor de vitamina D; Ashk: Ashkenazi;
NAshk: Ndo Ashkenazi.



38

3. JUSTIFICATIVA

A descoberta da presenca de VDR em células do sistema imunoldgico evidenciou o
papel imunomodulador da vitamina D. O estado nutricional desse micronutriente tem sido
estudado nos pacientes com DII, e acredita-se que sua deficiéncia possa afetar a gravidade da
doenca. Os polimorfismos do VDR também tém sido associados a ocorréncia de doencas
autoimunes, incluindo as DII, no entanto, as consequéncias funcionais dessas variantes
genéticas ndo estdo bem elucidadas. No Brasil, sdo escassos estudos sobre a frequéncia dos
polimorfismos Apal, Taql e Fokl do VDR em pacientes com DII.

Dessa forma, faz-se necessario caracterizar os polimorfismos do VDR e o estado de
vitamina D, em pacientes com DIl na populagdo brasileira, a fim de avaliar a relacdo entre

eles e o curso evolutivo das DII.
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4. OBJETIVOS

Objetivo geral
Investigar os polimorfismos do gene VDR e sua associacdo com estado nutricional de
vitamina D e com fatores de mau prognostico em pacientes com doenca inflamatdria

intestinal.

Objetivos especificos

Caracterizar a populacéo estudada quanto aos aspectos clinico-demograficos;

Verificar a frequéncia de polimorfismos Apal, Tagl e Fokl do gene VDR em pacientes
com doencas inflamatdrias intestinais;
Avaliar a concentracéo sérica de 25(0OH)D;
Testar associacédo entre:
= estado nutricional de vitamina D e as caracteristicas clinico-demograficas dos
pacientes com DII;
= polimorfismos do gene VDR e estado nutricional de vitamina D;
= polimorfismos do gene VDR com fatores prognodsticos das doencas

inflamatorias intestinais.
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5. CASUISTICA E METODOS

Desenho do estudo
Estudo analitico transversal, caso controle, constituido por trés grupos, quais sejam
DC, RCU e controle. Trata-se de amostra de conveniéncia composta por pacientes voluntarios

recrutados no periodo de abril 2013 a maio de 2016.

Considerac0es éticas

O projeto foi elaborado em conformidade com a Resolucdo 466/2012 e aprovado
(CAAE: 04135512.0.0000.5257) pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho (HUCFF) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), sob
namero de parecer 219011 (Anexo A). A inclusdo dos individuos dos grupos controle e caso

ocorreu apos assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B).

Populagdes do estudo

Foram convidados para participar do estudo pacientes com diagndstico estabelecido de
DIl (DC e RCU) provenientes do ambulatério especializado de DIl do Servico de
Gastroenterologia do HUCFF — UFRJ. A selecdo de participantes ocorreu segundo critérios
de elegibilidade por meio de dados coletados em prontuario. Foram incluidos pacientes de
ambos 0s sexos, com diferentes graus de atividade e extensdo de doenca, com idade superior a
18 anos até 65 anos.

Foram inelegiveis para o estudo gestantes e lactantes; individuos submetidos a
resseccdo intestinal anterior com intestino delgado remanescente inferior a 1,80 metros;
megacolon tdxico; doengas graves associadas (sepse ou doenca pulmonar obstrutiva crénica);
pacientes soropositivos para HIV (virus da imunodeficiéncia humana) com ou sem sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS); e neoplasias. Foi excluido um paciente em uso de
suplemento alimentar de calcio e vitamina D.

Nos grupos com DIl foram avaliados aspectos clinico-demograficos, tais como: sexo,
idade, etnia, idade ao diagnostico, tempo de doenga (em anos), localizagdo e comportamento
da doenca, envolvimento perianal, presenca de manifestagOes intestinais e extraintestinais,
tratamentos medicamentosos e cirdrgicos relacionados com a doenca e historico de tabagismo
(Anexo C).
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O grupo controle foi constituido por individuos sem DII, provenientes da clinica de
Ortodontia da Universidade Veiga de Almeida, de acordo com 0s mesmos critérios de
elegibilidade dos casos, exceto diagnostico de DII, durante o periodo de maio a outubro de
2014,

Em ambos os grupos, a etnia foi caracterizada baseada na cor da pele, segundo a auto
declaracédo do individuo (BRASIL, 2003), sendo categorizada em: branco e ndo-branco (preto,
pardo, amarelo e indigena). A idade ao diagnostico foi estratificada em: < 16 anos, de 17 a 40
anos e > 40 anos, conforme a classificacao de Montreal (SILVERBERG et al., 2005).

A localizacdo da doenca foi avaliada utilizando-se a Classificagcdo de Montreal (Anexo
D). A DC foi categorizada em doenca ileal, coldnica, ou ileocoldnica, com o modificador para
envolvimento do TGI alto e doenca perianal e o comportamento de doenca foi estratificado
em doenca inflamatoria, estenosante e penetrante (SILVERBERG et al., 2005). A
categorizacdo da RCU inclui: proctite/proctossigmoidite ou RCU distal, que tem o
acometimento limitado ao reto (extensdo da inflamagdo até a por¢do distal da juncéo
retossigmoide); colite esquerda, onde o acometimento da inflamacgéo se estende até a flexura
esplénica; colite extensa ou pancolite, o acometimento se prolonga além desta flexura
(SILVERBERG et al., 2005).

Para avaliar o grau de atividade da doenca no momento da captagédo e da dosagem de
25(0OH) vitamina D dos pacientes foram utilizados os indices de atividade de doenga de
Harvey-Bradshaw (1980) para DC e Truelove-Witts (1955) para RCU. A DC é categorizada
em doenca em remissao (<5 pontos), atividade leve (5- 7 pontos), atividade moderada (8-16
pontos) e acentuada (>16 pontos). Enquanto a RCU ¢ estratificada em leve, moderada ou
grave, baseando-se em cinco parametros clinicos (temperatura, pulsacdo, hemoglobina, valor
de hemossedimentacao e frequéncia de evacuagdes com ou sem sangue) (Anexo E).

Quanto ao habito de fumar, os pacientes foram classificados no momento da inclusao
no estudo em: fumantes atuais, quando nimero de cigarros consumidos era superior a sete,
por periodo superior a 6 meses (SUTHERLAND et al., 1990; COSNES et al., 2013); ex-
fumantes, quando interromperam o habito de fumar por periodo maior que 6 meses,
previamente a inclusdo no estudo. Os ndo-fumantes foram definidos como individuos que
nunca fumaram (NUNES et al., 2013; KARCZEWSKI et al., 2014).

Foram considerados como fatores de mau progndstico para DC: sexo feminino, idade
< 40 anos no momento do diagnostico, duragdo da doenga > 5 anos, tabagismo, uso de

corticosteroide no inicio da doenga, uso de mais de 2 cursos de esteroides, uso de
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imunossupressor, localizacdo ileal e presenca de doenca perianal, niUmero de hospitalizagdes
relacionadas a complicacdes da doenca ocorridas no periodo de 5 anos apds o diagnostico,
além do historico de cirurgias relacionadas a DC (resseccOes intestinais e tratamento de
fistulas/abscessos perianais).

Para RCU foram considerados os seguintes fatores prognésticos para doenca: sexo
masculino, idade < 40 anos no momento do diagnostico, duragdo da doenga > 5 anos, o uso de
corticosteroide no inicio da doenca, uso de mais de 2 cursos de esteroides, uso de
imunossupressor, doenca extensa (pancolite), colangite esclerosante primaria e nimero de
hospitaliza¢des relacionadas a complica¢cdes da doenga ocorridas no periodo de 5 anos ap6s o
diagnostico. Cancer colorretal e colectomia foram considerados desfechos desfavoraveis em
RCU.

Avaliacao do polimorfismo do gene VDR

A coleta do material foi realizada por meio da técnica de swab oral, que consiste no
esfregaco da mucosa jugal com cotonete estéril por 15 segundos. O material coletado foi
introduzido no tubo do tipo eppendorf que continha solugdo tampdo TE (Tris-HCI 10 mM e
1mM EDTA), utilizado para o transporte da amostra até o laboratério de pesquisas clinicas da
Faculdade Veiga de Almeida, permanecendo armazenado, em freezer, a menos 20°C.

A extracdo do &cido desoxirribonucleico (DNA) foi realizada conforme as orientacdes
do fabricante do kit comercial Spin Tissue Mini Kit- Invisorb® 0213 (Stratec, Molecular
GmbH, Berlim). O material contido no tubo tipo eppendorf foi transferido para tubo tipo
Falcon e levado ao vortex por 10 segundos. Em seguida, foram adicionados 640uL do mix
formado por 600 pL de Tampao de LiseG e 40uL de Proteinase K em cada tubo contendo a
amostra e depois foi levado ao vortex por 30 segundos, sendo posteriormente incubados no
Thermomixer a 65°C por 15 minutos. Logo apds esse procedimento, foram adicionados
300uL de tampdo de ligacdo no tubo de reacdo e estes foram levados ao voértex por 30
segundos. As amostras foram centrifugadas por 2 minutos a 12.000 rpm. Posteriormente
foram adicionados 550uL de tampao de lavagem em cada tubo, e novamente centrifugado a
12.000 rpm por 1 minuto. Este procedimento foi repetido por trés vezes e apds o término,
foram adicionados 125ul. de tampdo eluicdo em cada amostra e repetido o procedimento de
centrifugagéo, a 9.500 rpm por 2 minutos. O filtro foi descartado e a solucéo foi transferida

para eppendorf menor para posterior armazenamento em freezer a menos 20°C.
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A genotipagem do VDR foi realizada pela técnica de reacdo em cadeia de
polimerizagdo (PCR) em tempo real, na plataforma 7900ht fast real-time PCR system
(Applied Biosystems®, USA), utilizando Mix universal e conjunto primer/ sonda TagMan
SNP Genotyping Assay (Life Technologies®, USA), A reacdo de amplificacdo foi realizada
em duas etapas: 95°C por 10 minutos, seguida de 40 repeti¢es de 92°C, por quinze segundos
e 60° C por um minuto. Foram empregados conjuntos de oligonucleotideos e sondas
especificos para cada SNP selecionado, a saber: kit de numero de identificacdo
C_ 28977635 _10 para o polimorfismo Apal (rs7975232); o kit de nimero de identificacao
C_2404008_10 para o polimorfismo Taqgl (rs731236), e o kit de nimero de identificacéo
C_12060045 20 (Life Technologies®, USA) para o polimorfismo Fokl (rs2228570).

Dosagem de 25(OH) Vitamina D

Foi realizada a dosagem de 25(OH)D, em um sub-amostra de 44 pacientes, no
Laboratorio de Andlises Clinicas da Faculdade de Farmécia da UFRJ, sendo orientados a
permanecerem em jejum por 8 horas anteriores a coleta de sangue.

A concentracdo de 25(OH)D foi quantificada por meio de imunoensaio por
qguimioluminescéncia. Os pontos de corte utilizados foram: valores menores ou iguais a 20
ng/mL indicaram deficiéncia; entre 21 e 29 ng/mL indicaram insuficiéncia; entre 30 e 100
ng/mL indicaram suficiéncia. Dessa forma, concentragcfes séricas de 25(OH)D abaixo de 30

ng/mL foram consideradas como hipovitaminose D (MAEDA et al., 2014).

Andlise estatistica

Os dados foram analisados por meio do software Statistical Package for the Social
Sciences - SPSS, versdo 19. Para avaliar a normalidade dos dados, foram aplicados os testes
de Shapiro Wilk, ratificada por Kolgomorov Smirnov. As variaveis continuas foram descritas
por média, desvio-padrdo e as varidveis categdricas foram descritas como proporc¢édo (%). Para
avaliar a distribuicdo das variaveis foi utilizado o teste qui-quadrado de Pearson.

Para verificar a associacdo entre as variaveis foi utilizado o teste ndo paramétrico Qui-
guadrado de Pearson, combinado com o teste de Fisher, e a razéo de chances (odds ratio- OR)
para medir a forca de associacdo entre a exposi¢cdo e a doenga. Em todos os testes, foi
observado nivel de significancia p<0,05 e intervalo de confianca de 95% (1C95%).
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6. RESULTADOS

Caracterizacao da populagéo

As caracteristicas clinico-demogréaficas dos grupos estudados podem ser visualizadas
na Tabela 2. Foram incluidos 231 individuos, 81 individuos no grupo controle, 107 pacientes
com DC e 43 com RCU. Néo foi observada diferenca significativa quanto a distribuicdo dos
sexos, com predominio do sexo feminino nos 3 grupos. Os pacientes do grupo DC e RCU
apresentavam idade inferior aos do grupo controle (p=0,001). Além disso, os grupos diferiram
em relacdo a cor da pele, com predominio de individuos brancos nos grupos DC e controle,
em oposicdo ao grupo RCU com maioria de ndo brancos (p=0,005).

Os pacientes com DC foram diagnosticados mais jovens do que os com RCU, segundo
a idade (p= 0,030). No grupo DC, 12 (11,21%) pacientes iniciaram a sua doenga com idade
inferior ou igual a 16 anos, 77 (71,96%) com idade entre 17 a 40 anos e 18 (16,82%) com
idade superior a 40 anos. Engquanto no grupo RCU, 3 (6,97%) iniciaram a sua doenga com
idade inferior ou igual a 16 anos, 25 (58,13%) com idade entre 17 a 40 anos e 15 (34,9%) com
idade superior a 40 anos.

Localizacdo ileocol6nica foi observada em quase metade dos pacientes com DC
(n=50; 46,7%), havendo predominio de fenétipos estenosante e penetrante (n=46; 43%, em
ambas). Acometimento de TGI superior ndo foi observado e apresentacdo perianal da doenca
ocorreu em 32,7% (n=35) desses individuos. Enquanto no grupo RCU, a maioria dos
pacientes apresentava proctite/proctossigmoidite (n=20; 46,5%), seguida de pancolite (n=14;
32,5%). Estratificando segundo a atividade de doenca (DC - indice Harvey e Bradshaw; RCU
— indice Truelove e Witts), a maioria dos pacientes do estudo estava em remissdo clinica
(n=63; 58,9%) e atividade leve (n=24; 55,8%), em DC e RCU, respectivamente. No momento
da inclusdo, o uso de imunossupressor foi predominante no grupo DC, enquanto no grupo
RCU foram os derivados de 5-ASA.

O nUmero de pacientes que necessitou ser internado pelo menos em dois episddios foi
significativamente maior no grupo DC (29% vs. 11,6% no grupo RCU). Todos os pacientes ja
haviam sido hospitalizados pelo menos uma vez devido a doenca. A necessidade de cirurgia
em decorréncia de complicacfes clinicas da doenca foi observada em percentual expressivo
(45,8%) no grupo com DC, porém em apenas um paciente com RCU. Nos trés grupos
estudados houve predominio de ndo fumantes. A ocorréncia de doencas autoimunes foi pouco

frequente nos trés grupos.



Tabela 2: Caracteristicas clinico-demogréaficas dos grupos estudados.
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Variaveis DC (n=107) RCU (n=43) Controle (n=81) p valor
Sexo n (%)
Feminino 57 (53,3%) 25 (58,1%) 49 (60,5%) 0,599
Masculino 50 (46,7%) 18 (41,9%) 32 (39,5%)
22?]%63 - MédiasDP) 43,0+135 44,8+ 11,9 50,6 (13,0) 0,001*
Cor da pele n(%)
Branco 60 (56,1%) 15 (34,9%) 53 (65,4%) 0,005*
N&o branco 47 (43,9%) 28 (65,1%) 28 (34,6%)
E#Orfﬁa(% /gi)e doenca =5 99 (92,5%) 42 (97,7%) . i
Egggf a&(g:ja:gg([))sg)co 28,85 + 10,52 3274126 0,030*
Localizacdo para DC**
lleal 29 (27,1%) - -
Col6nica 27 (25,2%) - -
Ileocolbnica 50 (46,7%) - -
Perianal 35 (32,7%) - -
Fenotipo de DC**
Inflamatorio 15 (14,0%) - -
Estenosante 46 (43,0%) - -
Fistulizante 46 (43,0%) - -
Localizacdo para RCU**
Proctite/proctossigmoidite - 20 (46,5%) -
Colite esquerda - 9 (20,9%) -
Pancolite - 14 (32,5%) -
Atividade de doenca
Remissdo 63 (58,9%) - 0,033*
Leve 38 (35,5%) 24 (55,8%) -
Moderada 5 (4,7%) 7 (16,3%) -
Acentuada 1 (0,9%) 12 (27,9%) -
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Variaveis DC (n=107) RCU (n=43) Controle (n=81) p valor*
Medicacdes
Nenhuma 5 (4,7%) 0 (0,0%) - 0,0001*
Derivados de 5 ASA 10 (9,3%) 38 (88,4%) -
Imunossupressores 57 (53,3%) 14 (32,6%) -
Terapia bioldgica 13 (12,1%) 2 (4,7%) -
Esteroides 9 (8,4%) 20 (46,5%) -
Hospitalizagoes n (%) -
<2 76 (71,0%) 38 (88,4%) - 0,0245*
>2 31 (29,0%) 5 (11,6%) -
Cirurgias (n>0) n (%) 49 (45,8%) 1(2,3%) - 0,006
Tabagismo n (%) -
Fumantes 20 (18,7%) 5 (11,6%) 4 (3,73) 0,191
Ex—fumantes 8 (7,5%) 7 (16,3%) 6 (5,60)
N&o fumantes 79 (73,8%) 31 (72,1%) 71 (90,65)
Doencas autoimunes n (%)
Nenhuma 90 (84,1%) 38 (88,4%) 76 (93,8%) 0,609
Esclerose Multipla 2 (1,9%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
" e”ituDSi"’;?;éef 3 (2.8%) 1(2,3%) 1(1,2%)
Psoriase 1 (0,9%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Acrtrite reumatoide 7 (6,5%) 2 (4,7%) 4 (4,9%)
Hepatite autoimune 3 (2,8%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Legenda: DC: Doenga de Crohn; RCU: Recolite Ulcerativa; DP: desvio-padrdo; 5-ASA: acido 5-aminosalicilico.
Teste quiquadrado de Pearson: DC vs. RCU vs. Controles (*) significancia estatistica: p<0,05. (**) Segundo
Classificacdo de Montreal (SILVERBERG et al., 2005).

Frequéncia genotipica do polimorfismo do receptor da vitamina D

A distribuicdo da frequéncia genotipica do VDR pode ser observada na Tabela 3. Por
motivos técnicos da qualidade de algumas amostras de DNA, a leitura do polimorfismo Apal
foi possivel em 98,13% (105/107) e 71,60% (58/81), do grupo DC e do grupo controle,
respectivamente. Foi realizada a leitura de todas as amostras do grupo RCU. Foi verificada
diferenga significativa entre a distribui¢do dos gendtipos ao se comparar 0s grupos estudados.
O genotipo “aa” foi mais frequente no grupo DC ¢ 0 “AA” ao grupo controle (p=0,0063). N&o
houve diferenca entre o grupo RCU e o controle (Tabela 3).
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Quanto ao polimorfismo Tagl, a leitura foi executavel em 88,78% (95/107) do grupo
DC, 93,02% (40/43) do grupo RCU e 92,60% (75/81) do controle. Foi verificada diferenca
significativa entre a distribuicdo dos genotipos, com “Tt” mais frequente no grupo DC e o
“TT” no grupo controle (p=0,033). Ndo houve diferenca entre o grupo RCU e o controle
(Tabela 3).

Com relagdo ao polimorfismo Fokl, foram obtidas as analises de 89,72% (96/107)
pacientes com DC e 96,29% (78/81) participantes do grupo controle. Foi realizada a leitura de
todas as amostras do grupo RCU. O polimorfismo Fokl ndo apresentou diferenca significativa
na distribuicdo dos genotipos entre os grupos DC ou RCU e controle. Cabe ressaltar que o

genotipo "FF" foi o mais frequente nos 3 grupos.

Tabela 3: Distribuicdo da frequéncia dos polimorfismos do receptor da vitamina D (Apal,
Taql e Fokl) nos grupos estudados.

Genotipo DC p-valor? RCU p-valor® Controle

Apal n (105) % 0,0063*  n(43) % 0,0847  n (58) %
AA 27 25,7 9 20,9 24 41,4
Aa 26 24,8 18 41,9 20 34,5
aa 52 49,5 16 37,2 14 24,1

Taql n (95) %  0,0333* n (40) % 02314 n(75) %
TT 32 33,7 23 57,5 35 46,7
Tt 48 50,5 13 32,5 23 30,7
tt 15 15,8 4 10,0 17 22,7

Fokl n (96) % 04243  n(43) % 00885 n(78) %
FF 52 54,2 21 48,8 35 449
Ff 34 35,4 18 419 35 449
ff 10 10,4 4 9,3 8 10,3

Legenda: DC: Doenca de Crohn; RCU: Recolite Ulcerativa. Teste Quiquadrado de Pearson: 2 DC vs. Controles; ®

RCU vs. controles. (*) significancia estatistica: p<0,05.
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Avaliacao do estado nutricional de vitamina D

Foi realizada a dosagem de 25(OH)D em 44 pacientes. Em nosso estudo estratificamos
as concentracGes de 25(OH)D em <30 ng/mL e >30 ng/mL, sendo verificada hipovitaminose
D em 38,6% dos pacientes (n=17). Nao houve diferencas entre as caracteristicas clinicas dos
pacientes com hipovitaminose D e dos com concentragdo sérica adequada.

No grupo DC, 8 pacientes (36,4%) estavam com deficiéncia de vitamina D e 14
(63,6%) com suficiéncia. De forma semelhante, no grupo RCU, 9 pacientes (40,9%) tiveram
deficiéncia de vitamina D e 13 (59,1%) apresentaram concentra¢des adequadas. Na Tabela 4
podem ser visualizadas as caracteristicas clinicas dos pacientes com DC e RCU, de acordo

com o estado nutricional de vitamina D.
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Tabela 4: Caracteristicas clinico-demogréaficas dos pacientes com DC e RCU, de acordo com
a concentracdo sérica de 25(0OH)D (n=44).
25(OH)D (ng/mL)

<30 > 30 p valor*
n (%o) n (%o)
Doenca DC 8 (47,1) 14 (51,9)
0,757
RCU 9 (52,9) 13 (48,1)
Idade 17- 40 anos 7(41,2) 9 (33,3)
0,598
>40 anos 10 (58,8) 18 (66,7)
Sexo Masculino 5(29,4) 16 (59,3)
0,054
Feminino 12 (70,6) 11 (40,7)
Cor da Pele Branco 7 (41,2) 14 (51,9)
0,490
Né&o branco 10 (58,8) 13 (48,1)
Atividade de doenca
Remissdo 8 (47,1) 9 (33,3) 0,465
Leve 7(41,2) 11 (40,7)
Moderada 2(11,8) 7 (25,9)
Acentuada 0(0,0) 0 (0,0)
Localizacdo para DC **
leal 2 (28,6) 4 (28,6)
Colbnica 4 (57,1) 2 (14,3)
0,082
lleocolénica 1(14,3) 8 (57,1)
Doenca perianal 3(37,5) 4 (28,6)
Localizacdo para RCU **
Proctite 5 (55,6) 6 (46,2)
Colite esquerda 2(22,2) 1(7,7) 0,416
Pancolite 2(22,2) 6 (46,2)
Tabagismo
Fumante atual 2(11,8) 4 (14,8)
Ex-fumante 0(0,0) 6 (22,2) 0,092
N&o fumante 15 (88,2) 17 (63,0)

Legenda: DC: Doenca de Crohn; RCU: Recolite Ulcerativa. Teste exato de Fisher: (*) significancia estatistica:
p<0,05. (**) Segundo Classificagdo de Montreal (SILVERBERG et al., 2005).

Com relacdo a distribuicdo entre os gendtipos, nos grupos DC e RCU, comparando

aqueles com 25(0OH)D <30 ng/mL e >30 ng/mL, ndo foram observadas diferencas
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significativas, como pode ser observado na Tabela 5. No grupo DC, para o polimorfismo
Apal, hipovitaminose D foi distribuida entre os genétipos “AA” e “aa” e suficiéncia de
vitamina D foi mais frequente no genétipo “aa”. Para Taql, hipovitaminose D foi mais
frequente no “Tt” e suficiéncia no “TT”. E para Fokl, hipovitaminose foi mais frequente no
“Ff” e suficiéncia no “FF”. No grupo RCU, para o polimorfismo Apal, hipovitaminose D e
suficiéncia de vitamina D foram mais frequentes no gendtipo “Aa”. Para Taql, hipovitaminose
D e suficiéncia foram mais frequentes no “TT”. E para FokI hipovitaminose D ¢ suficiéncia

foram mais frequentes no “FF”.

Tabela 5: Distribuicdo dos polimorfismos do receptor de vitamina D nos grupos DC e RCU,
de acordo com a concentracédo sérica de 25(OH)D

DC (n=22) RCU (n=22)
25(OHr3[() (y(or)]g/mL) 25(0|—2[() o/(or;g/m L)
Genotipo <30 >30 p valor* <30 >30 p valor*
Apal AA  4(50,0) 2 (14,3) 0,118 1(11,1) 2 (15,4) 0,085
Aa 0 (0,0) 3(21,4) 5 (55,6) 7 (53,8)
aa  4(50,0) 9 (64,3) 3(33,3) 4 (30,8)
Tagl TT  3(37.5) 6 (46,2) 0,874 6 (66,7) 6 (50,0) 0,646
Tt 4 (50,0) 5 (38,5) 2(22,2) 5(41,7)
tt 1(12,5) 2 (15,4) 1(11,2) 1(8,3)
Fokl  FF 3(37,5) 10 (76,9) 0,082 5 (55,6) 7 (53,8) 0,436
Ff 4 (50,0) 1(7,7) 4 (44,4) 4 (30,8)
f 1(12,5) 2 (15,4) 0(0,0) 2 (15,4)

Legenda: DC: Doenga de Crohn. RCU: Recolite Ulcerativa. Teste Quiquadrado de Pearson: <30 vs. >30.
(*) significancia estatistica p<0,05.

Polimorfismo do receptor da vitamina D e fatores prognoésticos em DI

No grupo DC, como pode ser observado na Tabela 6, foi detectada associagéo
significativa de Apal com o uso de imunossupressor. Pacientes com genotipo “AA”
apresentam chance 4,4 vezes (1/0,225) maior de utilizar imunossupressor quando comparado
aqueles com gendtipos “Aa” e “aa” (OR= 0,225; 95% IC = 0,071 - 0,712).
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Foi verificada também associacdo de Tagl com necessidade de corticosteroides ao

diagndstico. Pacientes com gendtipo “TT” apresentaram chance 4,1 vezes maior (1/0,242) de

utilizar corticosteroides no momento do diagndstico do que aqueles que carreavam o alelo
polimorfico — “Tt” e “tt” (OR= 0,242; 95% IC =0,065 - 0,901).

Para o polimorfismo Fokl ndo foram encontradas associa¢fes. Nenhum gendtipo

associou-se com desfechos clinicos, como hospitalizacdo por complicacdo da doenga ou

necessidade de intervencdo cirurgica, nos pacientes com DC.

Tabela 6: Andlise de associacdo entre polimorfismos do VDR (Apal, Fokl e Tagl) com fatores
de mau progndstico evolutivo e desfechos clinicos na doenga de Crohn.

Apal (Aa+aa)

Tagl (Tt+tt)

Fokl (Ff+ff)

Fatores prognosticos p valor OR (I1C 95%) pvalor OR (IC 95%) p valor OR (IC 95%)
dade ao diagnastico 1,000 1,067 (0,438 - 2,596) 0,826 0,846 (0,357 -2,002) 0,302 0,617 (0,272 - 1,402)
<40 (anos)**
Sexo feminino 0,185 1,882 (0,774 - 4577) 0,829 0,855(0,365-2,004) 1,000 0,939 (0,420 - 2,099)
Localizacao**
leal 1,000 0,933 (0,357 - 2,442) 0,810 0813(0,320-2,064) 0704 2,347 (0,954 - 5,776)
Perianal 0814 0,842 (0,325 - 2,179) 0,255 1711(0,701-4176) 0,825 0,869 (0,363 - 2,080)
Fenétipo  Estenosante 0,115 2,256 (0,883 - 5,763) 0,187 2,000 (0,816-4,901) 0538 1,348 (0,599 - 3,031)
Penetrante 0,116 0,473 (0,195 - 1,150) 1,000 1,096 (0,462-2,601) 0,298 0,603 (0,264 - 1,381)
Uso de esteroides ao 0,109 5,2 (0,647 - 41,798) 004* 0,242(0,065-0901) 0370 0,478 (0,136 - 1,674)
diagnostico
> 2 Cursos de esteroides 0,646 0,676 (0,117 - 3,915) 0,660 2'1% %%2)25 - 1,000 1,195 (0,229 - 6,243)
Uso de
_ 0,01* 0,225 (0,071 -0,712) 0,495 1,389 (0,568 -3,402) 0,830 0,850 (0,365 - 1,978)
Imunossupressores
E‘;raaﬁg;’ da doenga 1,000 0,96 (0,182 - 5,068) 0,713 0,633(0,120-3,332) 0,723 1,454 (0,327 - 6,460)
Tabagismo ativo 1,000 0,856 (0,156 - 4,694) 1,000 1,293(0,237-7,064) 0,723 0,688 (0,155 - 3,056)
Desfechos
> 2 Hospitalizagdes 1,000 1,042 (0,444 - 3,212) 0,808 0,870 (0,334-2265) 0501 0,686 (0,280 - 1,680)
RessecgAo intestinal 0,180 1,983 (0,807 - 4,874) 0,831 0907 (0,386-2129) 0,686 0,833 (0,373 - 1,863)

Legenda: OR: Odds ratio; IC: Intervalo de confianca. Teste Quiquadrado de Pearson, odds ratio. (*)
significancia estatistica: p<0,05. (**) Segundo Classificacio de Montreal (SILVERBERG et al., 2005).
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No grupo RCU, apenas o polimorfismo Taql foi associado com fator prognostico de
doenga. Pacientes com genotipos “Tt” e “tt” apresentaram chance 4,19 vezes maior de
necessitar utilizar mais dois cursos de corticosteroides do que 0s pacientes sem 0

polimorfismo (Tabela 7).

Tabela 7: Andlise de associacédo entre polimorfismos do VDR (Apal, Fokl e Tagl) com fatores
de mau progndstico evolutivo e desfechos clinicos na retocolite ulcerativa.

Apal (Aat+aa) Taqgl (Tt+tt) Fokl (Ff+ff)

Fatores

prognésticos pvalor  OR (IC 95%) pvalor  OR (IC 95%) pvalor  OR (IC 95%)

Idade ao diagndstico

<40 (anos)*+ 0,417 0,45 (0,098 - 2,057) 1,000 1,247(0,329-4,731) 0,185 2,942 (0,739 - 11,713)
Sexo masculino 0455 0,495 (0,112 - 2,118) 0,108 3,265(0,879-12,128) 0,358 2,000 (0,583 - 6,867)
Localizacéo

Pancolite** 0,693 1,900(0,341-10,679) 0333 0479 (0,118-1,939) 0747 1,429 (0,395 - 5,163)
Uso de esteroides ao 1,000 0,686 (0,121 - 3,891) 0,179 3,000 (0,668-13472) 0,510 1,700 (0,442 - 6,545)

diagnostico

>2 Cursos de 0477 056(0127-2464)  0031* 419(1104-15901) 0,044 3,611 (1,102 - 12,888)

esteroides

Uso de

. 0,442 0,521 (0,115 - 2,352) 1,000 1,247 (0,329 - 4,731) 1,000 0,933 (0,261 - 3,343)

Imunossupressores

E‘ér:r‘ig: da doenga 0,209 0,190 (0,102 - 0,355) 0425 0410(0,282-0,598) 1,000 0,500 (0,370 - 0,677)

gfi'r‘zgg:;e esclerosante 1,000 1,281 (1,089 - 1,507) 1,000 1,325(0,080-23,667) 0,233 2,158 (1,552 - 3,000)

N3o tabagismo 1,000 0,938 (0,092 - 9,597) 1,000 1,125(0,167-7,600) 0,664 1,667 (0,249 - 11,133)
Desfechos

> 2 HospitalizagBes 1,000 1,273 (1,087 - 1,490) 0425 2,438 (1,673-3551) 0488 2,100 (1,529 - 2,884)

Colectomia 0,209 5,250 (2,814 - 9,973) 0,425 2,438 (1,673 - 3,551) 1,000 2,000 (1,478 - 2,706)

cancer colorretal 1,000 1,281 (1,089 - 1,507) 1,000 1,773 (1,345 - 2,336) 1,000 0,952 (0,056 - 16,279)

Legenda: OR: Odds ratio; IC: Intervalo de confianca. Teste Quiquadrado de Pearson, odds ratio. (*)
significancia estatistica: p<0,05. (**) Segundo Classificacdo de Montreal (SILVERBERG et al., 2005).
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7. DISCUSSAO

No presente estudo foi observada associa¢do dos polimorfismos Apal (“aa”) e Taql
(“Tt”) do VDR nos pacientes com DC, sendo Apal (“Aa” e “aa”) protetor contra uso de
imunossupressores e Tagl (“Tt” ¢ “tt”) contra 0 uso de corticosteroides no momento do
diagndstico nesse grupo. Embora ndo tenha sido detectada associagdo entre os polimorfismos
do VDR e RCU, foi demosntrado que os pacientes com polimorfismo Taqgl possuem maior
chance de utilizarem de mais de 2 cursos de corticosteroides ao longo da vida. Observou-se
ainda que os polimorfismos Apal, Tagl e Fokl ndo estdo associados com deficiéncia de
vitamina D em nossa amostra. Este foi o primeiro estudo brasileiro, em pacientes com DI, a
investigar os polimorfismos Apal, Tagl e Fokl do gene do VDR e as concentragdes séricas de
25(0OH)D, concomitantemente, bem como a associacdo dessas variantes genéticas com o
estado nutricional de vitamina D e com diferentes fatores prognosticos envolvidos na ma
evolucéo da doenca.

Diversas acOes bioldgicas desta vitamina sdo mediadas pelo VDR que, por sua vez,
podem ser afetadas por variacdes genéticas do gene VDR. A influéncia dos polimorfismos do
gene VDR vem sendo estudada em diversas doencas autoimunes, tais como diabetes mellitus
tipol, artrite reumatoide e lGpus eritematoso sistémico, visando principalmente verificar a
associacdo entre estes polimorfismos e a maior susceptibilidade a tais doencas (ABBASI et
al., 2010; CARVALHO et al., 2015). Os estudos descritivos e caso-controle em populacdes
brasileiras envolvendo individuos saudaveis e em diferentes doencas demonstram a grande
variabilidade na frequéncia genotipica dos polimorfismos de VDR (LINS et al., 2007;
SANTOS et al., 2012; DETTOGNI et al., 2013).

O gene VDR é um forte candidato a susceptibilidade para DII, uma vez que alteracdes
na atividade do VDR podem afetar a resposta a vitamina D (SIMMONS et al., 2000).
Entretanto, os resultados obtidos em estudos avaliando a associacdo entre as variacdes
genéticas do VDR e DII, em diferentes populaces, tém obtido resultados controversos
(WANG et al., 2014). Assim, para investigar os polimorfismos do gene VDR, em pacientes
com DI, e verificar sua associagdo com o curso evolutivo da doenca, conduzimos um estudo
transversal caso-controle.

No que diz respeito a distribuicdo por sexo, ndo houve diferenca entre 0s grupos,
sendo observado predominio do sexo feminino. Este dado estd em acordo com o que vem
sendo descrito na DC, com tendéncia de acometimento em mulheres, mas ndo para RCU, que
acomete homens e mulheres de forma homogénea (DOROFEEV; SHVETS, 2014; DA SILVA,
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2014). Embora os pacientes do grupo DC e RCU tenham apresentado idade inferior aos do
grupo controle (p=0,001), os individuos estavam na mesma faixa etéria, sendo pouco provéavel
que isso influencie os resultados.

A variabilidade genética do VDR ja foi descrita em diferentes grupos étnicos
populacionais (UITTERLINDEN et al., 2004; WANG et al., 2014). O fato da populacéo
brasileira ser multiracial, com ancestralidades variadas de origem europeia, africana, e
amerindia, associada a distribuicdo heterogénea em um pais de dimensdo continental, torna
dificil a analise de padrdes de frequéncia destes polimorfismos, tanto em individuos saudaveis
guanto nos com doencas diversas (LINS et al., 2010).

O método de autoclassificacdo de cor/raca é utilizado pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica, sendo considerado um método acurado, no entanto, ha discussao
qguanto as categorias utilizadas (BRASIL, 2003). Por esse motivo, optamos por utilizar o
método de autoclassificagdo, categorizando os participantes em brancos e ndo brancos (preto,
pardo, amarelo e indigena). Esse metodo também foi utilizado por Rezende et al. (2007), em
estudo nacional, avaliando a frequéncia de polimorfismos genéticos do VDR (Apal, Fokl) em
individuos adultos sadios de etnias negra e branca (baseado em autodeclara¢do) no Estado de
Sao Paulo. A ndo deteccdo de diferenca interétnica destes polimorfismos foi questionada em
decorréncia da metodologia empregada. Dessa forma, a fim de evitar vies, no presente estudo,
os resultados obtidos sobre cor da pele foram utilizados somente para caracterizar a populagéo
do estudo e ndo para estabelecer associacdo com os polimorfismos estudados.

Em nossa amostra houve predominio de individuos brancos nos grupos DC e controle,
diferindo do grupo de RCU, no qual a maioria foi de ndo brancos assim como no estudo
epidemioldgico de Da Silva et al. (2015), realizado na Bahia. Embora os pacientes com DC
tenham sido diagnosticados mais jovens do que os com RCU, a maioria dos pacientes com
DIl tinha idade no momento do diagnéstico entre 17 e 40 anos. Esse resultado, corroborado
pelo observado por Parente et al. (2015), no Piaui, esta de acordo com os achados na
literatura, que referem o acometimento em principalmente adultos jovens (DOROFEEV;
SHVETS, 2014)

Quanto & atividade de doenca, os indices foram escolhidos por serem ferramentas
amplamente utilizadas na literatura e de facil aplicacdo na pratica clinica. Contudo, o indice
de Truelove-Witts (1955), para RCU, ndo classifica os pacientes em remissdo, sendo
agrupados em conjunto com 0s pacientes com atividade leve. Assim, observou-se remissao

clinica seguida de atividade leve na maioria dos pacientes com DC e atividade leve seguida de
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atividade acentuada em RCU. Os dados nos estudos séo heterogéneos, mas deve-se considerar
que esta pesquisa foi realizada com pacientes ambulatoriais, com tempo de doenca superior a
5 anos na maior parte dos casos, acompanhados em um hospital de referéncia para o
tratamento das DII, portanto, com acesso facilitado as terapias de primeira linha, esperando-se
que tivessem maior adesdo (KLEINUBING-JUNIOR et al., 2011; DA SILVA et al., 2014,
PARENTE et al., 2015).

Considerando os estudos de polimorfismo do VDR na DC, mais de uma década se
passou desde que o primeiro estudo caso-controle investigou a associacdo entre as variacoes
genéticas do VDR e DIl (SIMMONS et al., 2000). No entanto, os resultados obtidos nos
estudos posteriores ainda permanecem muito discordantes (WANG et al., 2014).

Em sua meta-anélise, Xue et al. (2013) concluiram que o alelo “a” (Aa + aa) do
polimorfismo Apal esteve associado ao menor risco de DII, principalmente relacionado a DC,
em comparagdo com o genotipo “AA”. Esse resultado difere do presente estudo, no qual foi
detectada frequéncia significativamente maior dos gendtipos “Aa” e “aa”, com predominio
deste altimo, no grupo DC quando comparado ao controle, corroborando com estudo de Xia
et al. (2014) que identificou o alelo “a” como fator de risco independente para DC em
chineses.

No grupo RCU, embora o genotipo heterozigoto “Aa” tenha sido mais frequente,
enquanto no grupo controle foi “AA”, ndo foram observadas diferengas na distribuicdo
genotipica entre os dois grupos, assim como ja havia sido descrito em estudos anteriores com
outras populacées (NADERI et al., 2008; NOBLE et al., 2008; PLUSKIEWICZ et al., 2009;
PEl et al., 2011).

Na avaliacdo da presenca do polimorfismo Taql foi observada distribuicdo genotipica
significativamente diferente entre os grupos DC e controle, com maior frequéncia do gendtipo
“Tt” no grupo DC. Nossos resultados estdo em concordancia com estudo anterior, realizado
por Simmons et al. (2000), que obtiveram a frequéncia do genotipo “Tt” em 44% dos 245
pacientes europeus caucasianos com DC incluidos, seguida pelo gendtipo “tt” (22%). Ao
comparar 0s grupos RCU e controle quanto ao polimorfismo Tagl, ndo foi verificada
diferenca significativa entre os grupos. Esse resultado se assemelha ao observado por Pei et
al. (2011), com maior frequéncia de “TT” em RCU e controle, sem diferengas na distribui¢do
dos dois grupos, reafirmando a auséncia de associagdo das variantes genéticas Taqgl com
RCU.
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N&o foram detectadas diferencas significativas na distribuicdo genotipica do
polimorfismo Fokl entre os grupos DC ou RCU e o controle. O genotipo “FF” foi
predominante nos trés grupos. Apenas o trabalho de Naderi et al. (2008) demonstrou
frequéncia significativamente aumentada do genétipo “ff” em pacientes iranianos com DC e
RCU. No grupo DC, houve menor frequéncia do gen6tipo “ff”. Nosso resultado se assemelha
aos encontrados em duas recentes meta-analises realizadas por Xue et al. (2013) e Wang et al.
(2014), que descreveram fraca associacédo entre o polimorfimo Fokl e a DC.

A maioria dos estudos que analisaram as concentracfes da vitamina D na DIl
enfatizou a investigagdo do metabolismo do célcio e dsseo. Apesar do importante papel da
vitamina D no sistema imunoldgico, descrito anteriormente, ainda ndo foi estabelecido ponto
de corte para deficiéncia com efeito imunomodulador deletério (ARDESIA; FERLAZZO;
FRIES, 2015).

Considerando as caracteristicas clinicas dos grupos DC e RCU apresentadas, ndo
foram observadas diferencas entre os grupos com hipovitaminose D e suficiéncia de vitamina
D. A deficiéncia de vitamina D ndo foi mais frequente nos pacientes com doenca em
atividade, resultado discordante do observado na literatura. Lu et al. (2015), reuniram 10
estudos que investigaram a associacdo entre atividade clinica da DC e vitamina D, em
criangas e adultos, em uma meta-andlise, concluindo que pacientes com doenca ativa eram
mais propensos a apresentar concentragdes reduzidas de vitamina D. Associagdo entre baixas
concentracdes séricas de 25(0OH)D e maiores escores de atividade clinica em DC e RCU
também foi descrita por Ulitsky et al. (2011) e Torki et al. (2015).

N&o foi possivel avaliar o periodo de exposicdo solar, sendo uma das limitagdes do
estudo. Tendo em vista que tempo e &rea corporal de exposicdo a radiacdo ultravioleta
necessarios para promover adequada sintese de vitamina D3 na pele sdo controversos e nao
podem ser aplicadas em todas as populacdes, ndo hd consenso sobre o assunto, o que
dificultou nossa avaliacdo (CASTRO, 2011). Além disso, deve se considerar que nestes
pacientes, quando submetidos a terapia imussupressora com tiopurinas, a exposicao solar é
desencorajada e recomenda-se 0 uso de protetor solar devido ao risco de cancer de pele (VAN
ASSCHE et al., 2010).

Um estudo longitudinal, com 965 pacientes com DII, avaliou a concentracdo de
vitamina D e suplementou sistematicamente, durante 5 anos. Nesse periodo, individuos com
valores médios de vitamina D reduzidos apresentaram significativamente maior nimero de

prescricOes corticostesteroides e terapia bioldgica, de hospitalizacGes e cirurgias, e piores
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escores de atividade de doenga em comparacdo com individuos com concentragdes médias
normais vitamina D (KABBANI et al., 2016). Estes achados ndo puderam ser observados
devido ao desenho transversal do nosso estudo.

Outras razdes para o conflito entre nossos resultados e os demais estudos sao variadas,
incluindo diferencas no tamanho da amostra, localizagdo geografica da populagdo estudada,
sazonalidade da dosagem de 25(OH)D e ponto de corte definido para deficiéncia de vitamina
D. Nesta pesquisa, ndo foi avaliada a ingestdo de vitamina D, sendo mais uma limitacdo do
estudo. Cabe apontar que no Brasil, sdo escassas tabelas de composicdo alimentar que
fornecam a quantidade de vitamina D presente nos alimentos.

Os polimorfismos Apal, Taql e Fokl do gene VDR néo foram mais frequentes nos
grupos de pacientes com deficiéncia de vitamina D, demonstrando que em nossa amostra, esse
fenotipo bioquimico ndo esta associado com essas variantes genéticas. Um estudo recente
evidenciou que a concentracdo sérica de 25(OH)D esta diretamente associada com a
expressdo de VDR na mucosa colbnica de pacientes com RCU (MECKEL et al., 2016).
Contudo, Apal e Tagl podem ocasionar reducdo da expressdo do gene VDR (CARVALHO et
al., 2015), sugerindo a hipotese de que mesmo em concentracdo adequada, a vitamina D pode
ter sua acédo alterada na presenca desses polimorfismos do gene VDR, nos pacientes com DII.

Xia et al. (2015), realizaram o Unico estudo que avaliou essa associagdo entre 0s
polimorfismos do VDR e concentracdo sérica de 25(OH)D, verificando associacdo dos
gendtipos polimérficos Fokl, Apal e Taql e demonstrando que essas variantes genéticas e a
deficiéncia de vitamina D podem ter um efeito sinérgico na susceptibilidade a DC. A
escassez de estudos dificulta a comparagdo com nossos achados.

As DIl sdo caracterizadas por periodos de remissdo e recidiva clinica. Em alguns
pacientes, a doenca pode ter curso agressivo que envolve recaidas frequentes, doenca ativa
continua, tratamento médico intensificado, ou mesmo uma abordagem cirdrgica. E importante
implementar a terapia apropriada para minimizar complicagdes e melhorar a qualidade de
vida dos pacientes (BLONSKI; BUCHNER; LICHTENSTEIN, 2012). A influéncia de fatores
ambientais, principalmente do tabagismo, como fator modificador da DC, aumentando a
susceptibilidade & doenga, assim como tornando sua evolugdo mais complicada e agressiva,
estd bem estabelecida na literatura (NIELSEN et al., 2009; NUNES et al., 2013). Ja para
RCU, estudos mais recentes tém demonstrado resultados conflitantes quanto ao efeito protetor
do tabagismo (TO; FORD; GRACIE, 2016). No presente estudo, houve predominio de
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individuos ndo fumantes nos 3 grupos, mas enquanto fator progndéstico em DI, tabagismo n&o
foi apresentou associagdo com os polimorfismos do VDR.

Estudos envolvendo fatores progndsticos de méa evolucdo da DC defendem a tese de
que a necessidade de terapia imunossupressora esteja relacionada a maior agressividade e
gravidade da doenca (D'HAENS ; GEBOES; RUTGEERTS, et al., 1999; LAKATOS et al.,
2012). No presente estudo, 53,3% (n=57) dos pacientes com DC estavam em uso de
imunossupressor.  Adicionalmente, foi constatado que o risco de usar terapia
imunossupressora foi 4,4 vezes maior nos individuos com DC, sem o polimorfismo Apal
(genotipos “AA”), tendo em vista o valor de odds ratio (OR=0,225; 95% IC = 0,071 - 0,712),
considera-se hipotese de que o alelo “a” seja protetor para o uso de imunossupressores.

Os derivados do 5-ASA por muito tempo foram utilizados no tratamento inicial da DC
de atividade leve a moderada, entretanto, esta pratica tem sido abandonada devido a auséncia
de modificacdes na historia natural da doenca. Assim, de acordo com as diretrizes mais
recentes, 0s pacientes com doenca extensa ou complicada devem ser tratados imediatamente
com terapia imunossupressora, com resultados eficazes como terapia de inducdo e
manutencgéo de remissdo (VAN ASSCHE et al., 2010; DIGNASS et al., 2012). Em pacientes
com DC localizada e sem complicagdes no momento do diagndstico, 0 uso precoce da terapia
imunossupressora € debatido para prevenir a progressao da doenca e limitar o impacto clinico
incapacitante (VAN ASSCHE et al., 2010). Por esse motivo, é questionavel se o0 uso de
imunossupressor deva ser considerado como fator de risco de ma evolucdo da DC. Estudos
prospectivos sdo necessarios para reavaliar o papel dos imunossupressores no curso evolutivo
da doenca.

Na anéalise de associacdo de risco entre o polimorfismo Taql e os fatores de mau
prognostico da DC, pacientes com genotipo “TT” apresentaram chance 4,1 vezes maior de
utilizar corticosteroides no momento do diagnoéstico do que aqueles que tinham o alelo
polimorfico, o qual seria protetor para a necessidade detes farmacos. Seu uso no momento do
diagnostico ja havia sido considerado fator prognostico independente para o desenvolvimento
de doenca incapacitante anteriormente, sendo assim, aqueles com gendtipo “TT” teriam pior
evolucdo da doenca (BEAUGERIE et al., 2006). Divergentemente, no grupo RCU, os
genotipos “Tt” e “tt” apresentaram chance 4,19 vezes maior de necessitar utilizar mais de dois
cursos de corticosteroides do que os pacientes sem o polimorfismo.

Os corticosteroides sdo agentes anti-inflamatorios potentes usados em crises

moderadas e graves das DII, mas pelo fato de ndo alterarem a historia natural da doenca,



59

podem aumentar o risco de realizacdo de procedimentos cirdrgicos relacionados a
complicacdes da DII. Dessa forma, os pacientes que possuem o polimorfismo Taql, na DC,
tém menor probabilidade de apresentar a doenca de forma mais grave, enquanto na RCU,
estariam mais suscetiveis a ma evolucdo da doenca (BEAUGERIE et al., 2006; KRUPOVES
et al., 2011). E possivel que esta diferenca entre DC e RCU tenha ocorrido porque, embora
ambas sejam doencas inflamatdrias, a etiopatogenia dessas enfermidades ocorre por diferentes
vias imunologicas. Destacamos que se a amostra fosse maior, talvez poderia ser observada
associacdo dos polimorfismos com desfecho clinico.

Né&o foi verificada associacdo significativa dos polimorfismos individualmente com
desfechos clinicos desfavoraveis, como maior frequencia de hospitalizacdes e necessidade
de cirurgias, nos pacientes com DC e RCU. Por motivos técnicos, ndo foram obtidos os
resultados da genotipagem do polimorfismo Bsml, ndo sendo possivel avaliar se o
desequilibrio de ligagdo entre as variantes genéticas Apal, Taql e Bsml do VDR exercem
algum efeito sobre o curso evolutivo das DIl que pudesse ocasionar desfecho clinico
desfavoravel, fator limitante em nosso estudo.

Diversos genes contribuem para a susceptibilidade e prognoéstico das DI, a interacédo
entre os genes envolvidos pode ampliar ou reduzir a predisposi¢do genética do individuo, com
a participacao de fatores ambientais. Enfatizamos que a deteccéo destas variacfes genéticas se
faz necesséria, dada sua estabilidade em longo prazo, sendo de grande importancia a
identificacdo precoce de individuos mais susceptiveis a DIl e de pior progndstico evolutivo,
visando a elaboracdo de estratégias terapéuticas mais adequadas e a reducdo de exposicao a
fatores ambientais modificadores da doenga. Estudos com coortes de longo prazo,
prospectivos, com maior nimero amostral e em diferentes &reas geogréaficas do Brasil

permitirdo melhor avaliacdo do impacto do polimorfismo do VDR nas DI|I.
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CONCLUSOES

Os polimorfismos Apal (genotipo “aa”) e Taql (gendtipo “Tt”) do VDR foram mais
frequentes em pacientes com DC, quando comparado ao grupo controle. N&o houve
diferenga significativa na distribuicdo genotipica do polimorfismo Fokl entre os 2
grupos.

A distribuicdo genotipica dos polimorfismos Apal, Taqgl e Fokl foi semelhante entre
0s grupos RCU e controle.

O polimorfismo Apal (gendtipos “Aa” e “aa”) foi protetor contra o uso de
imunossupressores em DC.

O polimorfismo Taql (genotipos “Tt” e “tt”) foi protetor contra o uso de
corticosteroides no momento do diagnostico, em DC. Esses gendtipos apresentaram
risco de associa¢do com necessidade de mais de 2 cursos de corticosteroides durante a
evolugéo da doenca em RCU.

N&o foi observada associacdo entre o estado nutricional de vitamina D e as
caracteristicas clinicas das DII.

N&o houve associagéo entre os polimorfismos Apal, Tagl e Fokl do gene VDR com
deficiéncia de vitamina D.
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Titulo do Estudo: “ESTUDO DOS POLIMORFISMOS DO RECEPTOR DA VITAMINA D NA DOENCA
INFLAMATORIA INTESTINAL”

Gostariamos de solicitar sua participagdo na pesquisa “Estudo dos polimorfismos do receptor de
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imunoldgico do individuo, e se estiver reduzida, podera ser motivo de tratamento futuro.

Devera ser estudado um grupo de individuos voluntarios que ndo tenham Doenca inflamatoria
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sem trazer nenhum outro risco a sua salde e o0 sangue sera guardado em laboratério especializado e
ndo serdo utilizados para nenhum outro fim.

No momento da coleta da amostra de sangue, também solicitaremos que os participantes utilizem um
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verificar a existéncia dessas alteragdes genéticas dos receptores da vitamina D, e também ndo serdo
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e ou estigmatizacéo.
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Vocé tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais da pesquisa, quando em
estudos abertos ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores. O pesquisador e sua
equipe se responsabilizam por garantir que os nomes dos participantes e os resultados individuais
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O acesso a equipe de pesquisa € livre e facilitado para que sejam esclarecidas quaisquer davidas, sem
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O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é responsavel pela avaliagio e acompanhamento dos aspectos
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também que minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento
hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizos e sem a perda de atendimento
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Anexo C — Fichas de coleta de dados

GRUPO: PACIENTES COM DC/ RCU

Entrevistador(a):

Nome:
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Data:  / /200

Pront:

Idade: Sexo:

Endereco:

Bairro: Cidade:

Estado:

Telefones: res. cel:

Cor da pele:

Exposicao solar superior a 20 minutos/dia? () ndo () sim

Utiliza protetor solar? () ndo () sim

Localizacdo da doenga:

Idade ao diagndstico:
Doenga: [ ] remisséo [ ] atividade,
Manifestacbes gastrointestinais:

diarréia[ ] ndo [ ] sim, tempo:
ndo [ ] sim, tipo:

Comorbidades:

Fenotipo da doenca:

vomito [ ] ndo [ ] sim, tempo:

Medicamentos em uso:

Tempo de doencga

fistula(s) [ ]

Medicamentos no momento do diagndstico:

Jé realizou cirurgia prévia? [ ] ndo [ ] sim, data:

Tabagismo: Sim|[ ] Nao[ ]

n° de cigarros / dia: ha

tipo:

Ex-fumante ( )parou ha

N° de cigarros / dia: ha




GRUPO: CONTROLE

Entrevistador(a):

Questionario 1: Dados pessoais
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Data:  / /200

Nome Pront:
Idade: Sexo:

Endereco:

Bairro: Cidade: Estado:
Telefones: res. cel:

Cor da pele:

Exposicao solar superior a 20 minutos/dia? () ndo () sim

Utiliza protetor solar? () ndo () sim

Comorbidades:

Medicamentos em uso:

Ja realizou cirurgia prévia? () ndo () sim, data: tipo:

Tabagismo:

Sim( ) Né&o ( ) N¢°decigarros/dia: ha

Ex-fumante () parou ha

N° de cigarros / dia: ha
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Anexo D — Classificacdo de Montreal (SILVERBERG et al., 2005)

Doenga de Crohn

Idade ao diagnostico (A) Al <16 anos
A2 17 —40 anos
A3 >40 anos

Localizagéo (L) L1 Tleo terminal L1+L4*
L2 Colon L2+L.4*
L3 Ileocolonico L3+1L4%*

Comportamento Bl Nao estenosante e nao penetrante B lp#
B2 Estenosante B2p”
B3 Penetrante B3p”

*Modificador trato gastrointestinal superior (L4) permite a classificacdo da localizacdo de L4
associadaa LlalL3.

# Modificador doenca perianal (p) podendo estar associado as categorias comportamento da doenga
Bl aB3.

Retocolite ulcerativa

Extensao Anatomia

E1 — Proctite ou RCUI distal Acometimento limitado ao reto (extensdo da inflamag&o
até a porcdo distal da juncdo retossigmaide)

E2 — RCUI do lado esquerdo O acometimento da inflamag&o se estende até a flexura
esplénica

E3 — RCUI extensa ou pancolite | O acometimento se estende além da flexura esplénica
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Doenga de Crohn — Harvey e Bradshaw

Nome do paciente

Data de nascimento

Prontuério

1. Bem estar geral dos pacientes (no dia anterior)

0 = muito bem, 1 = ligeiramente baixo, 2 = ruim, 3 = muito ruim, 4 = terrivel

2. Dor abdominal (no dia anterior)

0 = nenhuma, 1 = leve, 2 =moderada, 3 = grave

3. Numero de evacuacdes liquidas por dia

4. Massa Abdominal

0 = nenhum, 1 = incerto, 2 = limitado, 3 = limitado ou sensivel
5. Complicagfes: artralgia, uveite, eritema nodoso, pioderma gangrenoso,
Ulceras aftosas, fistula anal, nova fistula, abscesso (1 ponto por item)

Pontuacéo

Total:
Pontuacio do Indice Harvey Bradshaw
Remissdo <3
Moderada atividade 4-6
Grave atividade >7
Retocolite ulcerativa — Truelove e Witts
Leve Moderada Acentuada

< 4 episodios de diarreia sem
sangue

Sem febre

Sem taquicardia

Anemia leve (com
hemoglobina > 7,5d/L)

VHS < 30mm/12 hora

Intermediéria entre as

formas acentuadas e leve

> 6 episodios de diarreia com
sangue

Temperatura > 37°C

Frequéncia cardiaca > 90bpm

Anemia (com hemoglobina <
7,5g/dL)

VHS > 30mm/12 hora




