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INTRODUGAO

A Doenca de Crohn (DC) é uma Doencga Inflamatdria Intestinal (DIl) de padrdo inflamatério
transmural da mucosa, podendo afetar todo o trato gastrointestinal (TGI), da boca ao anus. Suas
principais caracteristicas clinicas incluem diarreia aquosa e perda de peso que perduram varios
anos antes do diagnéstico (1-3).

Dado o grande impacto das DIl, em especial DC, sobre a qualidade de vida dos pacientes, diferentes

vias de sinalizacao celular presentes na doencga tem sido alvo de estudos. Mais recentemente, a
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Figura 1- Vias de Ativacdo do Estresse de Reticulo (ER Stress). A Oligomerizagao
do IRE1, quando na presenga de Proteinas Mal Formadas (UPR), promove o
splicing do mRNA de XPB1, gerando um XPB1 funcional que regula a expressao de
genes-alvo. A dissociagéo, e translocagéo, da ATF6 para o Complexo de Golgi,
promove a geragao de um ATF6 funcional que regula os genes da UPR. A via PERK,
ao ser ativada, leva a fosforilacdo do elF2alfa, resultando em uma translocagéo em
bloco que, em ultima instancia, tem o intuito de reduzir a quantidade de proteinas
mal formadas e induzir a apoptose.
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orquestracao entre diversos fatores relacionados a resposta a proteinas mal formadas (UPR, de
unfolded protein response), presentes em situagdes de estresse do reticulo endoplasmatico (ERE)
tornou-se alvo de pesquisas (4, 5).

Ha trés principais vias de ativagdo do ERE que podem ser destacados como UPR: a via
ATFG6, via PERK e via IRE1. A ativacéo da transcricdo de fator 6 (Activating Transcription Factor 6,
ATF6) que, apds sua translocagao para o complexo de Golgi, sofre acao de proteases e tem seu
dominio ATF6(N) translocado para o nucleo. Esse dominio induz uma série de genes alvos da UPR,
tal como chaperonas do reticulo e X-box-binding protein 1 (XBP1), que eventualmente induz a via
de degradacao de proteinas (ERAD), restaurando assim, a capacidade de conformacgao proteinas
nao formadas ou mal formadas, encaminhando-as para o citosol por meio do sistema proteossoma-

ubiquitina (6).

Ha também a sinalizag&o via protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase (PERK),
uma proteina transmembrana, com atividade kinase, que também reconhece o acumulo de
proteinas mal formadas. Quando ativada, a via PERK atua na diminui¢do global de tradugéo, com
o intuito de reduzir a quantidade de proteinas que adentram o reticulo (7). Além disso, a PERK atua
na fosforilacdo de elF2qa, induzindo a traducao especifica da proteina ATF4. O complexo PERK-
elF20-ATF4 esta relacionado a duas fungdes bioldgicas: sobrevivéncia celular (ao ativar varios
genes envolvidos nas vias de UPR) (8, 9), bem como apoptose (ativada pelo complexo PERK-
elF2a-ATF4, de vias pr6é apoptoéticas, como CHOP — esta aumenta a transcricao de fatores
apoptaéticos, tal como a p53 upregulated modulator of apoptosis [PUMA]) (10).

A via Inositol-Requiring Transmembrane Kinase/Endoribonuclease, denominada de IRE1, é
uma proteina transmembrana com atividades serina/tironina kinase e Endorribonuclease (RNAase)
em seu dominio C-terminal. Ela é responsavel pela indugédo na expressao de proteinas chaperonas
do ER: em sinalizagdo de IRE1 para a sobrevivéncia celular (Survival Signaling), a ativacao de
IRE1a induz, no citosol, o splicing do mRNA do XPB1 para expressar um potente fator
transcripcional: XPB1. Este fator é responsavel por aumentar a expressao de genes associados a
UPR (dobramento de proteinas, controle de qualidade do dobramento de proteinas, secregao
proteica, etc) (11, 12).

A Chaperona 4-Fenilbutirato de Sodio (PBA) é um acido graxo de cadeia curta substituida
por fenil, e utilizada clinicamente em uma ampla variedade de doencas (13-16). Estudos ja
demonstraram que a PBA, além de outras chaperonas, apresenta a capacidade de estabilizar a
conformacdo de proteinas, aumentar o potencial de conformacdo proteica no Reticulo
Endoplasmatico (RE), além de facilitar o trafego de proteinas mal-conformadas (17). Em estudo
recente, o PBA mostrou-se eficaz na reducido da atividade de ERE de ratos com lesbes renais
secundarias a diabetes, diminuindo o estresse oxidativo e a hipertrofia glomerular (18). Achados
como esse, entre outros, tornam a chaperona PBA alvo como meio terapéutico ao ERE observado

em pacientes com DC.
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O presente estudo teve por objetivo:
- Investigar a expressao de ERE por meio da expressdo génica das principais vias de
ativagao do ERE em bidpsias intestinais de pacientes com DC e controles;
- Avaliar o efeito inibitério da ativagdo do ERE.
- Avaliar niveis de citocinas pré e anti-inflamatérias no sobrenadante do cultivo celular de
biépsias intestinais de pacientes com DC e controles apés o cultivo e tratamento com a chaperona

quimica

METODOLOGIA

Foram selecionados 10 pacientes com DC submetidos a ileo-colonoscopia de rotina para
coleta de seis bidpsias intestinais, apds a concordancia e assinatura do termo de consentimento

livre e esclarecido (TCLE), aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa.

Pacientes que ndo apresentavam DIl com ileo-colonoscopia normal também foram
submetidos a coleta de seis bidpsias intestinais para formar o grupo controle. Os procedimentos
foram realizados no Servigo de Colonoscopia — (Gastrocentro - Unicamp).

A analise da expressao génica dos marcadores de ERE foi realizada no Laboratério de
Pesquisa em Doengas Inflamatérias Intestinais (LabDll), a partir das bidpsias de tecido intestinal
em todos os grupos.

Quantificando Expressao EIFK2A
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Figura 2 - Analise PCR dos genes relacionados a UPR; DC: Doenga de Crohn; CTR: Pacientes
Controle

Cultivo Celular das Biopsias
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Apos a coleta das bidpsias intestinais, elas foram imediatamente imersas em meio de
cultura RPMI, suplementadas com 10% de soro fetal bovino (FBS) e cultivadas em incubadora de
COz a 37°C, 95% de umidade, e tensao de 5% de CO..

As bidpsias de pacientes com DC foram tratadas com duas concentragbes diferentes de
chaperona quimica, além do tratamento com infliximabe, um agente biolégico comumente utilizado
no tratamento da DC. Apds 6 horas, as culturas foram centrifugadas, sendo o pellet coletado para

ensaios de expressao génica, que foi armazenado em freezer a -80°C.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

O pds-processamento das amostras de pacientes CTR e DC, através da andlise
quantitativa da expressao dos genes relacionados a ERE (rt-PCR), demonstrou que apenas a via
PERK (EIF2KA) estava significativamente ativada na mucosa intestinal de pacientes com DC, isto
quando comparado ao grupo controle (p<0,05). Contrastados aos respectivos grupos CTR, as vias
IRE1 (ERN1) e ATF6 (ATF6) ndo estavam modulados.

A analise de expressdo génica da via PERK (EIF2KA), da mucosa de pacientes DC,
submetidas a acdo da chaperona PBA, em duas diferentes concentragbes, demonstrou uma
diminuigdo da transcricao proteica quando as amostras foram tratadas com concentragao menor
de PBA, sendo que a auséncia de resposta foi vista quando tratadas com maior concentracao de
PBA.

Quanto a resposta de genes relacionados a UPR (STC2, DNAJC3, CALR, HSP90B1,
HSPAS5, TDIT3), via rt-PCR, em amostras de mucosa intestinal de pacientes com DC, pbde-se
observar significativo aumento da expressao desses genes, em detrimento de pacientes CTR. As
amostras de ambos os grupos foram submetidas a tratamento com chaperona, sendo observada
diminuicdo das transcricdoes em todas as sequéncias quando submetidas a PBA, exceto HSPA5,
cuja diminuicao de atividade foi observada apenas quando submetido a PBA (maior concentragao),

€ nao quando em menor concentragao.

CONCLUSOES:

O presente estudo avaliou a expressao de vias relacionadas a UPR (Unfolded Protein
response) em tecido da mucosa intestinal de pacientes com DC quando comparados a pacientes
CTR (controle). Foi observado significativo aumento da transcricdo de proteinas relacionadas ao
gene EIF2KA (PERK) em detrimento de outras vias relacionadas a UPR — ATF6 (ATF6) e ERN1
(IRE1). O tratamento com a chaperona quimica revelou significativa diminuicdo da expressao do
gene PERK na menor concentragéo, enquanto que pdde ser visto diminuicdo global na expressao

de genes relacionados a UPR, com excec¢ao do HSPAS.
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