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INTRODUGAO:

A doenca de Crohn (DC) é uma doenca inflamatoria intestinal (DIl) cronica que leva a uma
producdo abundante de citocinas inflamatérias. A superproducdo de proteinas malformadas
sobrecarrega o reticulo endoplasmatico (RE), levando a um estado de estresse (RE stress). Uma vez
ativado o RE stress, ocorre a resposta de Proteinas Malformadas (UPR) que pode resultar em
degradacéo de proteinas, autofagia e/ou apoptose. Estudos recentes tém ligado a ativacéo do RE stress
a manutencao da DC. No entanto, ndo ha estudos que realizem a caracteriza¢éo do ER stress por meio
da imuno-histoquimica.

OBJETIVO:

Avaliar, por meio da imuno-histoquimica, a modulacéo inflamatéria na mucosa intestinal
de pacientes com DC.

METODOLOGIA:

Amostras da mucosa intestinal de pacientes com DC foram coletadas por colonoscopia,
apo6s a aprovacdo do Comité de Etica da Unicamp. O grupo controle foi composto por pacientes
gue realizaram colonoscopia por razdes diferentes de doencas inflamatérias intestinais (DIl). As
biépsias foram incluidas em blocos de parafina para realizar o corte histolégico. A avaliacdo da
ativacao do estresse do RE foi feita com o anticorpo Xbp-1 e ERN1 e a sinalizacdo da UPR foi
feita com o uso dos anticorpos GRP78, GRP94 e DDIT3. O estudo foi aprovado pelo Comité de

Etica em Pesquisa da Unicamp.
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Tabela 1-Caracteristicas clinicas e demogréficas de pacientes incluidos no estudo.

GRUPO DE PACIENTES: CTR DC
Niomero de pacientes 7 8
Sexo (masculino/feminino) 3/4 1/6
Idade - (média - min/max) 38.5 anos (28-51) 51 anos (27 - 57)
Classificagio de Montreal:
Comportamento (B1/B2/B3) - 2/6/2
Localizagdo (L1/L2/L3/L4) - 2/3/3/0
Tempo de DC (média — min/max) - 13.5 anos (1 -21)
CDEIS (média— min/max) - 6.62 (0 -22.1)

Infliximab (1)
Medicacbes (nimero de pacientes) . Adalimumab (3)
Azatioprine (5)

Imunohistoquimica:

Os blocos de mucosa intestinal incluidos em parafina de pacientes com doencga de Crohn
(CD) e do grupo controle foram cortados em sec¢des de 4 um. Apds a desparafinacéao, a
recuperacao do antigeno foi realizada utilizando uma solucédo de tampéao de citrato (pH 6,0) por
20 minutos a 95°C. A peroxidase endogena foi bloqueada com uma solucao de peroxido de
hidrogénio (3% H202 10 vol), seguida de lavagens em solucao salina tamponada com fosfato

(PBS, 10 mM, pH 7,4).

Os anticorpos primarios foram diluidos em uma soluc&o de albumina sérica bovina (BSA)
a 1% (diluidos em PBS) e incubados a 4°C durante a noite. Os anticorpos utilizados foram: anti-
fosfo-[Ser51] elF2a (Abcam - ab32157, monoclonal de coelho), anti-Xbp-1 purificado
(terminacdo COOH) (BioLegend — 555483, policlonal de coelho), GRP78 (Bioss Antibodies —
bs-1219R, policlonal de coelho), GRP94 (Bioss Antibodies — bs-0194R, policlonal de coelho) e
anti-DDIT3 (BioVision — A1674-100).

A deteccdo do sinal foi realizada com o uso de um sistema de deteccdo por imuno-
peroxidase (Vector Laboratories), seguido de incubacdo com solucdo de DAB (Dako). As
laminas foram entdo enxaguadas com agua destilada, contra-coradas com hematoxilina,
desidratadas com varias concentracdes de alcool e montadas com meio de montagem (Dako).
Fotomicrografias foram tiradas utilizando o microscopio Leica DM4500 e a camera digital Leica

DFC290 para microscopia com software de controle (Leica Microsystems, Wetzlar).

Analise Estatistica:
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A analise estatistica foi realizada utilizando testes ndo paramétricos. Para avaliar a normalidade
estatistica, foi realizado o teste de Shapiro, e, uma vez estabelecida a normalidade, foram
realizados o teste t e o teste de Mann-Whitney entre os grupos. Um valor de p inferior a 0,05 foi
considerado significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

e Asimagens da Imuno-histoquimica mostraram que as vias PERK e IRE1 do estresse
do ER estédo ativadas nos pacientes com DC. Além disso, os resultados mostram
novas informacdes sobre a localizacdo dessa ativacdo, uma vez que proteinas
relacionadas a UPR, como DDIT3, GRP78, e GRP94 foram encontradas n&do apenas
em células epiteliais intestinais, mas também em células da lamina prépria de
pacientes com DC.

e Com o objetivo de mostrar a ativagcdo do estresse do RE, realizamos imuno-
histoquimica (IHQ) na mucosa intestinal de pacientes com doenca de Crohn (DC) e
pacientes sem DIl como grupo controle (conforme mostrado na Tabela 1). As imagens
de IHQ revelaram imunorreatividade positiva para a expressao de p-elF2a em células
epiteliais intestinais, bem como em células da lamina propria de pacientes com DC.

e Um aumento na producdo de chaperonas e inducdo de apoptose sdo resultados
frequentemente observados apos a ativacdo da UPR (resposta de proteinas mal
dobradas). Portanto, também realizamos Imuno-histoquimica para DDIT3, GRP78 e
GRP94. Como resultado, observamos imunorreatividade positiva para GRP78 e
GRP94 em células epiteliais intestinais e células da lamina prépria de pacientes com
DC, enquanto a imunorreatividade para DDIT3 foi observada apenas em células da
lamina prépria da mucosa intestinal em pacientes com DC, enquanto no grupo

controle, células positivas foram detectadas em epitélio e lamina propria.

CONCLUSAO:

Com as imagens da IHC, a localizacdo e ativacao de proteinas relacionadas a UPR, a
via do estresse do RE na DC fica mais elucidada, podendo permitir futuramente, abordagens
terapéuticas mais especificas e direcionadas ao tratamento de DC.
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