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Introducdo: As doencas inflamatodrias intestinais (DIl), doenca de Crohn e da retocolite ulcerativa,
sdo desordens cronicas de etiologia idiopatica cujo diagndstico histopatoldgico é dado por meio
de diversos marcadores imuno-histoquimicos, ja que tais doencas algumas vezes podem ser de
dificil diferenciacdo clinica. Estes marcadores imuno-histoquimicos também podem ser utilizados
para auxiliar em certos casos na determinacdo de diagnosticos diferenciais. Objetivo: revisar os
mais recentes ensaios clinicos publicados que se utilizaram da imuno-histoquimica para a avaliacdo
de marcadores Uteis no diagnéstico, tratamento e acompanhamento de doencas inflamatérias
intestinais da doenga de Crohn e da retocolite ulcerativa. Métodos: Realizou-se uma revisdo
integrativa dos trabalhos publicados entre 2014 e 2017 presentes nas bases de dados PubMed/
MEDLINE e Cochrane Library, a partir da busca pelos descritores “Inflammatory bowel disease”
AND “immunohistochemistry”. O estudo foi feito com base em 19 trabalhos de uma amostra
de 20 estudos selecionados, um artigo foi excluido por ndo encaixar no escopo do trabalho.
Resultados: Os resultados evidenciaram que a metaloproteinases (MMP-9) e calprotectina fecal
sdo marcadores Uteis para o diagndstico das doencas inflamatdrias intestinais. Além disso, as
quantificagbes do fator de necrose tumoral (TNF), interleucina (IL-6) e Anti-TNF se mostraram
Uteis para o acompanhamento de pacientes da doenga de Crohn e da retocolite ulcerativa,
principalmente na verificagdo de melhora ou piora do quadro clinico apés a instituicdo de terapia
farmacolégica. Conclusao: Concluiu-se que a imuno-histoquimica é uma metodologia bastante
promissora para o acompanhamento clinico da doenca de Crohn e da retocolite ulcerativa.
Contudo, é necessario o desenvolvimento de mais pesquisas que visem a descobertas de outros
marcadores que contribuam para o cuidado destas doencas.

Doencgas cronicas intestinais; Imuno-Histoquimica; Marcadores imuno-
histoquimicos; Doencas intestinais; Doenca de Crohn; Retocolite ulcerativa.

Introduction: Inflammatory boweldiseases (IBD), Crohn’s disease and ulcerative rectocolitis, are chronic
disorders with idiopathic aetiology which histopathologic diagnosis is given by inmunohistochemical
markers, since these diseases can be difficult to differentiate clinically. Imnmunohistochemical markers
can also be used to assist in some cases, determining differential diagnoses. Objective: to review
the most recent published clinical reviews using immunochemistry to analyse useful markers for the
diagnosis, treatment, and follow up of the inflammatory bowel diseases, Crohn’s disease and ulcerative
rectocolitis. Methods: An integrative bibliographic review was performed for articles published
between 2014 and 2017 available on the PubMed/MEDLINE and Cochrane library databases. The
searched terms were “inflammatory bowel disease” AND “immunohistochemistry”. The present study
was based on 19 articles from 20 selected studies, one article was deleted because it did not fit the
scope of work. Results: The results showed that metalloproteinases MMP-9 and faecal calprotectin
are useful markers for the diagnosis of inflammatory bowel diseases. Furthermore, the quantification
of tumor necrosis factor (TNF), interleucina (IL-6) and Anti-TNF also were useful on the follow up
of Crohn’s disease and ulcerative rectocolitis; especially to analyse worsening and improvement of
the clinical condition after starting the pharmacological therapy. Conclusion: From the review of
the selected studies, it can be concluded that immunochemistry is a very promising methodology
to analyse the IBD, Crohn’s disease and ulcerative rectocolitis. However, further research to discover
other markers and to contribute to the care of these patients should be encouraged.

Chronic bowel diseases; Immunohistochemistry; Immunohistochemical markers; Bowel
diseases; Crohn Disease; Ulcerative colitis.

atrelado a presenca de inflamacdo ativa na
endoscopia e a alteragdes cronicas pela biopsia
quando outros possiveis diagndsticos foram
excluidos'. A doenca de Crohn é também
diagnosticada por uma juncdo de fatores e
exclusdo de diagnosticos diferenciais. Uma
analise util na suspeita de doenca de Crohn
é a avaliagdo do ileo terminal, que pode estar
acometido nessa doencga?.

INTRODUCAO

Retocolite ulcerativa (RCU) e doenca de
Crohn (DC) sdo doencas inflamatdrias intestinais
(DIl) de etiologia multifatorial idiopatica,
caracterizada pela inflamagdo crénica do trato
gastrointestinal (TGI). O diagndstico é realizado
através da constatacdo de varios fatores, a
retocolite ulcerativa é atualmente diagnosticada
pela presenca de diarreia por mais de 4 semanas
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O diagnéstico diferencial entre RCU e DC pode ser realizado
pela avaliagdo clinica e pelos aspectos endoscépicos distintos,
como localizagdo de acometimento e profundidade das camadas
comprometidas do tubo digestério. Porém, em alguns casos, o
diagnostico diferencial pode ser dificultado por apresentagées
atipicas. Além disso, a padronizacdo de técnicas para diagndstico
e o acompanhamento destas enfermidades ainda representam
um grande desafio no ambito da salde, ja que muitos elementos
que compde a histdria natural destas doencas ainda permanecem
desconhecidos®*. O tratamento de ambas doencas com anticorpos
monoclonais, como o farmaco adalimumabe, e proteinas de fusdo
vem diminuindo a atencdo de drogas ja bem estabelecidas. Contudo,
as terapias convencionais ainda persistem, como o uso do Acido
5-aminosalicilico (5-ASA) e o Metotrexato®. Ha ainda os probidticos
que, comprovadamente, reduzem a severidade da inflamacédo e
podem manter a remissao nas DII°.

Em relagdo a tais desordens, destacam-se algumas alteracdes
genéticas associadas a modulacdo inflamatéria do tecido linfoide
associado ao intestino (tecido linfoide associado ao intestino—
GALT). Os polimorfismos génicos, neste sentido, vém sendo
atribuidos as mais variadas etapas da inflamacdo observada nas
Dll, desde o reconhecimento de antigenos (gene NOD2) até
a regulagdo e contrarregulacdo da resposta adaptativa (genes
STAT3, JAK2, RIL-10, RIL-23 e RIL-6.). A partir disto, segue uma
grande orquestra de eventos imunoldgicos que se apresentam
de maneira anormal, gerando a quebra do mecanismo fisiol6gico
da tolerancia oral, de forma que os mediadores da inflamacédo se
tornam desproporcionalmente reativos aos estimulos antigénicos
(exdgenos ou enddgenos da microbiota)’®.

Constata-se entdo que estas DII, Retocolite ulcerativa e doenca de
Crohn, representam um 6timo campo para a exploragdo molecular e
imunolégica na esfera de suas respectivas fisiopatologias. A imuno-
histoquimica, pode ser uma ferramenta Util na identificacdo de
potenciais marcadores para o diagndstico e o acompanhamento dos
pacientes acometidos por DIl. Esta técnica envolve a identificagdo
de antigenos a partir de anticorpos seletivos. A imuno-histoquimica,
entdo, se torna uma via de investigagdo bastante viavel, capaz de
elucidar a presenca, qualitativa e quantitativa, de marcadores testados
para determinada afeccdo®. Apesar disto, pouco destes marcadores
tem sido verdadeiramente explorado, tanto no diagnéstico diferencial
entre as duas doencas inflamatorias, quanto no acompanhamento
dos individuos acometidos por elas.

Estudos recentes destacaram variadas tecnologias previstas nos
consensos internacionais para o diagnodstico e acompanhamento
destas DIl, com grau de recomendacdo e validade cientificas
testadas e comprovadas. Porém, ainda ha bastantes limitacoes
clinicos com quesitos subjetivos,
laboratoriais e de imagens com baixa especificidade, endoscopias/
colonoscopias com usos limitados, dentre outros''. A evidéncia
de componentes inflamatérios da doenca e métodos imuno-
histoquimicos para identifica-los representa uma saida a estas
limitagdes, visto que, apesar de nem sempre expressarem um padrdo
clinico detectavel, ambas as doencas invariavelmente consistem
em eventos inflamatérios que podem ser aferidos por meio dos
seus marcadores. A partir disto, o cuidado aos pacientes com DIl
podera ser mais efetivo. O presente estudo, portanto, consiste em
uma revisdo dos mais recentes ensaios clinicos publicados que se
utilizaram da imuno-histoquimica para a avaliagdo de marcadores
Uteis no diagnédstico, acompanhamento e resposta ao tratamento
das DII.

como, escores exames

METODOS

Tratou-se de uma revisdo integrativa da literatura. A estratégia de
busca foi realizada nas bases de dados PubMed/MEDLINE e Cochrane
Library, através dos descritores (MeSH) “inflammatory bowel disease”
AND “ immunohistochemistry”. As datas de publicagdo foram
delimitadas de janeiro de 2014 a maio de 2017 e os tipos de trabalhos
pesquisados foram restringidos a ensaios clinicos na lingua inglesa.
Os estudos incluidos foram aqueles que abordaram as doencas
inflamatorias intestinais a partir dos marcadores imuno-histoquimicos
caracteristicos dessas condi¢des, como o MMP-9 e a calprotectina.
Tal estratégia levou a 20 resultados, sendo um deles descartado pelo
enfoque dado ao manejo terapéutico da neuralgia pos-herpética, o
que desvirtua dos objetivos desta pesquisa.

RESULTADOS

A partir da metodologia descrita, 19 trabalhos foram analisados
e seus respectivos resultados seguem esquematizados no
Quadro 1 (arquivo suplementar 1). Encontra-se, de forma geral
e de acordo com os trabalhos estudados, os principais usos dos
biomarcadores na DIl na Figura 1.
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Figura 1. Principais biomarcadores analisados

DISCUSSAO

Uma ferramenta importantissima usada na identificacdo dos
biomarcadores das doencas inflamatdrias intestinais é o estudo
imuno-histoquimico, que pode identificar uma proteina alvo. A
depender do método adotado, esta reacdo de identificagdo do
antigeno (proteina alvo ou marcador tecidual) podera envolver
apenas anticorpos primarios (método direto), como também a
presenca de um segundo tipo de anticorpo (método indireto) que,
em vez de se ligar diretamente ao antigeno, se ligaré aos anticorpos
primarios. Independentemente do método adotado, a formacdo
da coloracdo diferenciada no tecido marcado ocorrerd a partir da
presenca de cromoéforos associados a um ou a outro anticorpo,
primario ou secundario, a depender do método.

Na esfera da fisiopatologia, os marcadores MMP-9 e calprotectina
sdo derivados predominantemente dos neutréfilos e parecem
participar, além da inflamacdo, do processo de cicatrizagdo da
mucosa intestinal. Estudos ja indicam que h& boa correlagdo
de ambos os marcadores com a resposta clinica, endoscopica
e histolégica da doenca*. Mais que isso, os marcadores fecais
parecem ter mais associacdo com as DIl do que os laboratoriais,
comumente adotados®’. De forma complementar, os testes ELISA
pesquisados por Mirsepasi-Lauridsen et al. (2016)?* sdo muito Uteis
na identificacdo de calprotectina fecal. Superando os caminhos em
vigéncia, esses testes guardam boa sensibilidade para deteccdo de
componentes que podem fornecer o diagnostico de forma menos
dispendiosa para os pacientes do que a ileocolonoscopia. Importante
indicar, ainda, o marcador citoqueratina CK7 que pode ser analisado
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concomitantemente aos marcadores anteriormente citados. A
citoqueratina CK7 é uma proteina importante que muitas vezes
esteve associada com a tumorigénese e progressao da inflamacdo em
pacientes com DI, portanto é Gtil também para marcar a severidade
da inflamacgao da DII®.

Ademais, a expressdo do gene VNN1, a partir da deteccdo da
sua proteina correspondente Vanin-1, também foi investigada
quanto a deteccdo das DII. Polimorfismos que acabam interferindo
no Vanin-1 podem causar importante quebra da homeostase da
mucosa intestinal por meio da desregulacdo da glutationa e da
ativacdo de proliferadores de peroxissoma tipo gama (PPARy) (ambos
envolvidos na tolerancia do epitélio intestinal e no desencadeamento
da inflamagdo)®. Apesar de suas repercussdes, essa analise genética
ainda é pouco utilizada na pratica, devido a sua participacdo sempre
incompleta no desencadeamento das DII.

Uma das principais linhas do tratamento das DI, é o inflaximab,
um potente inibidor de TNF, administrado por via parenteral. Uma
das desvantagens desta administracdo é que o inibidor se dissemina
de forma sistémica, antes de atingir o seu alvo terapéutico: a mucosa
intestinal. J& drogas que apresentam potencial semelhante, como o
AVX-470, mas que apresentam via de administracdo oral, mostram-
se superiores por possuirem acdo direta sobre a mucosa''“. Apesar
disto, tratamentos com anti-TNF podem néo dar resultados em cerca
de 50% dos casos®?. Desta forma, verificar a quantidade de TNF nas
membranas celulares do epitélio da mucosa, predizendo a resposta
terapéutica antes da instituicdo do tratamento, poderiam evitar
exposicdo medicamentosa desnecessaria, melhorando aspectos de
seguranga e efetividade™.

Além disso, a falta de resposta ao tratamento com anti-TNF pode
indicar que existam outros mediadores da inflamacdo em diferentes
fenotipos da doenca. Por isso, a anélise de outros alvos-terapéuticos
é imprescindivel para o tratamento. O PAK1 é uma proteina envolvida
na fisiopatologia das DIl e que, além de contribuir na regulacdo
inflamatéria do TNF, tem efeitos anti-apoptoticos relacionados ao
desenvolvimento de cancer — uma evolucéo relativamente frequente,
principalmente em pacientes com RCU?.

Uma das pesquisas também verificou que pacientes que
apresentam altos niveis séricos de inflaximab e auséncia de resposta
com a intensificagdo do tratamento, possivelmente expressam
um fendtipo ndo TNF para as doengas®. Diante desta evidéncia,
o trabalho de Steenholdt et al. (2014)" concluiu que a IL-6 seria a
citocina central alternativa no processo inflamatério. Outro estudo
evidenciou boa resposta dos pacientes com falta de resposta aos
anti-TNF ao tratamento com anticorpos anti-IL-6*.

J& aqueles pacientes que apresentam baixos niveis séricos de
inflaximab, possivelmente estdo sofrendo com a depuracdo da droga
por meio de Ulceras ativas'’. Assim, inflaximab fecal passa a ser ndo
s6 um marcador de falha terapéutica, como também um indicador da
atividade da doenca®.

Na busca pelos marcadores que evidenciassem melhora ou
piora das DIl, um dos destaques foi complexo NGAL-MMP-9¢.
Este complexo participa do dano ao tecido na inflamacao
intestinal e sugere-se, a partir de hipoteses, que o NGAL protege
o MMP-9 da autodegradacdo. O MMP-9 se comporta de modo
semelhante a calprotectina fecal nas DIl — ambos indicadores de
inflamacéao ativa®.

Outros importantes marcadores estudados foram os anticorpos
anti-CuzD1 e anti-Gp2 (anticorpos antipancreaticos). Apesar de
parecer distante a relagdo de ambos com as DIl, CuzD1 e Gp2 estdo
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envolvidos na imunidade adaptativa e podem coordenar a tolerancia
do trato gastrintestinal a outros antigenos®’. Sdo devido a tais fun¢des
que estes anticorpos estdo relacionados com as complicagdes nas
doencas®. Tais complicacbes surgem, em geral, a medida que a
doenga progride junto a inflagmacdo. Um dos indicadores desta
progressdo é o DUBA, componente capaz de regular positivamente

citocinas inflamatérias como a IL-17 e o INF-y?’.

CONCLUSAO

Como exposto, a diferenciacdo clinica da doenca de Crohn
e da retocolite ulcerativa é dificil e a necessidade de estudos
histopatolégicos por meio de marcadores imuno-histoquimicos
torna-se imperativo em muitos casos.

O estudo dos marcadores através da técnica de imuno-histoquimica
pode ser considerado como um grande auxilio no manejo das doencas
inflamatdrias intestinais no que tange ao diagnostico, tratamento e
acompanhamento. Contudo, destaca-se a escassez de estudos nesse
contexto e, desta forma, € necessario o desenvolvimento de mais
ensaios clinicos a fim de se criar uma padronizacdo para o uso desta
técnica na rotina clinica.
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