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RESUMO

A disfuncéo da barreira da mucosa é reconhecida como um fator patogénico na colite ulcerativa
(RCU), e desempenha um papel proeminente no inicio e na progressdo da doenca. Na pratica
clinica, a inflamacdo colbnica associada a RCU pode ser medida por endoscopia e
histopatologia. O objetivo deste estudo foi avaliar se existe relagdo entre o0 comprometimento
da barreira epitelial retal e 0 dano inflamatorio em pacientes com RCU. Avaliamos 10 pacientes
com RCU ativa (escore endoscopico de Mayo >1) e 14 controles (submetidos a colonoscopia
para rastreamento do cancer de c6lon). Durante a colonoscopia, a inflamag&o macroscopica foi
avaliada com base no escore endoscépico de Mayo, e amostras de bidpsias do reto foram
removidas para medir a inflamacéo microscopica (escores de Geboes e Robarts) e a funcéo de
barreira epithelial (resisténcia elétrica transepitelial). O grupo colite apresentou mais danos
endoscopicos e inflamatorios microscopicos em comparagdo com o grupo controle. A
resisténcia elétrica transepitelial no reto foi significativamente menor (p< 0,05) nos pacientes
com RCU ativa, quando comparado ao grupo controle. Existe uma correlacdo
significativamente negativa (p< 0,05) entre inflamacdo endoscdpica e dano microscépico, com
base nos escores de Geboes com resisténcia elétrica transepitelial no reto. Concluimos que
existem correlagBes negativas entre integridade da mucosa e dano inflamatdrio em pacientes
com RCU; contudo, mais estudos sdo necessarios para avaliar se a cicatrizacdo do tecido da
mucosa induzida pelo tratamento pode reverter o dano a barreira epithelial, fornecendo um

potencial alvo terapéutico para pacientes com RCU.

Palavras-chave: integridade da mucosa; inflamacéo; colite ulcerativa.



ABSTRACT

Mucosal barrier dysfunction is recognized as a pathogenic factor in ulcerative colitis (UC), and
it plays a prominent role in the initiation and progression of the disease. In clinical practices,
colonic inflammation associated with UC can be measure by endoscopy and histopathology.
The aim of the present study was to assess whether there is a relationship between the
impairment of the rectum epithelial barrier and inflammatory damage in patients with UC. We
evaluated 10 patients with active UC (Mayo endoscopic score > 1) and 14 control subjects
(submitted colonoscopy for colon cancer screening). During the colonoscopy, macroscopic
inflammation was evaluated based on the Mayo endoscopic score, and biopsy samples of the
rectum were removed to measure microscopic inflammation (Geboes and Robarts scores) and
epithelial barrier function (transepithelial electrical resistance). We evaluated 10 patients with
active UC (Mayo endoscopic score > 1) and 14 control subjects (submitted colonoscopy for
colon cancer screening). During the colonoscopy, macroscopic inflammation was evaluated
based on the Mayo endoscopic score, and biopsy samples of the rectum were removed to
measure microscopic inflammation (Geboes and Robarts scores) and epithelial barrier function
(transepithelial electrical resistance). The colitis group had more endoscopy and microscopic
inflammatory damage as compared with the control group. The transepithelial electrical
resistance in the rectum was significantly lower (p < 0.05) in patients with active UC when
compared with the control group. There is a significantly negative (p < 0.05) correlation
between endoscopic inflammation and microscopic damage based on the Geboes scores with
transepithelial electrical resistance in the rectum. There are negative correlations between
mucosal integrity and inflammatory damage in patients with UC. Further studies are required
to assess whether treatment-induced mucosal tissue healing could reverse the damage to the

epithelial barrier, providing a potential new therapeutic target for patients with UC.

Keywords: Mucosal integrity; Inflammation; Ulcerative colitis.
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1 INTRODUCAO

A retocolite ulcerativa (RCU) é uma doenca inflamatdria cronica, que causa
inflamac&o continua da mucosa do coldn e afeta o reto. E caracterizada por periodos de remisso
e recidiva (SILVEBERG et al., 2005), e os sintomas mais comuns incluem diarreia, cdlicas
abdominais e sangramento retal (SANTANA et al, 2017).

A incidéncia da retocolite vem aumentando ao longo de décadas, sendo mais
elevada na Europa. No entanto, a doenca tem imergido em &reas como China, india, Coreia do
Sul, Libano, Ird, Tailandia, Antilnas e Norte da Africa, estando correlacionada a
industrializacdo e ocidentalizacdo dessas areas (NG SC et al., 2013). Um discreto pico de
incidéncia tem sido mostrado em algumas populac6es apds a quinta década de vida (LOFTUS,
2004). No Brasil, Parente et al. (2015) demonstraram a predominancia de retocolite em pessoas
com menos de 40 anos de idade, mesticas ou de baixa renda, e residentes no nordeste brasileiro.

A patogénese da doenca envolve uma interacdo entre suscetibilidade genética,
fatores ambientais, microbioma do hospedeiro e desregulacdo imunolégica (BAUMGART,;
CARDING, 2007). A sua atividade € estabelecida por parametros clinicos, endoscépicos,
laboratoriais e de imagem, incluindo histopatolégico (MAGRO et al., 2017; MOSLI et al.,
2017a). Portanto, esses parametros sao importantes para a definicdo do tratamento (NERI et al.,
2021.; SHAN et al., 2019).

Existem varios escores para avaliar a inflamacdo macroscopica e microscopica,
sendo mais utilizado o critério de Mayo (KHANNA et al., 2020). A cicatrizacdo da mucosa é
definida como auséncia de friabilidade, erosdes e Ulceras em todos os segmentos visualizados
da mucosa intestinal (VUITTON et al., 2017). Em relacdo a histologia, os critérios que estéo
sendo mais utilizados para estudos clinicos validados sdo os escores de Geboes (JAUREGUI-
AMEZAGA et al., 2017) e Robarts (MOSLI et al., 2017b). Nesses parametros microscopicos,
sdo observadas alteracbes na arquitetura da cripta, presenca de cripitite, e localizacdo do
neutrofilos na lamina prépria e no epitélio e eroséo. A atividade histologica da doenga mostrou
estar associada a recidiva, colectomia e cancer colorretal (MOSLI et al., 2017b).

A disfuncdo da barreira da mucosa é reconhecida como um fator patogénico na
retocolite ulcerativa idiopatica e desempenha um papel importante no prognostico da doenca.
Falhas ou danos na integridade da mucosa podem levar ao aumento da permeabilidade, que,
por sua vez, pode ocasionar um dano inflamatorio a regido coldnica. A cicatrizagdo da mucosa
pode ser um fator importante na remisséo e na escolha do tratamento mais adequado para o
curso clinico da doenca (RILEY et al., 1991; ROSENBERG et al., 2013).
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A integridade da mucosa pode ser avaliada pelos métodos de permeabilidade e
resisténcia elétrica transepitelial (RETE). Estudos desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa
tém demonstrado que, em doenca do refluxo gastroesofagico, tanto em um modelo
experimental murino quanto em bidpsias da mucosa esofagica humana, a barreira epitelial
desempenha um importante papel na patogénese da inflamacdo (NICOLAU et al., 2019). Uma
vez que o prejuizo da barreira epitelial colénica desempenha importante papel na patogénese
da RCU (HELLER etal., 2005; SCHMITZ et al., 1999; VIVINUS-NEBOT et al., 2014), torna-
se importante avaliar a integridade da barreira funcional das mucosas retal de pacientes com
essa patologia.

A hipétese do presente estudo, portanto, € verificar se pacientes com RCU
apresentam uma correlacdo entre dano da barreira epitelial retal e inflamagdo macroscopica e
microscopica.

Nesse sentido, faltam estudos avaliando a relagdo entre a integridade da mucosa e
0s métodos clinicos de avaliacdo da inflamac&o histoldgica e endoscdpica. Assim, esta pesquisa
teve como objetivo avaliar se existe uma relacéo entre dano da barreira epitelial do reto e dano
inflamatdrio corelacionado a inflamagdes macroscopicas e microscopicas em pacientes com
RCU.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A retocolite ulcerativa (RCU), juntamente com a doenca de Crohn (DC),
representam o grupo de disfungbes denominadas de Doenca Inflamatéria Intestinal (DII).
Ambas sdo cronicas, caracterizadas por processo inflamatério, de causa multifatorial,
atualmente sem cura, mas com tratamento. A principal diferenga entre elas é que a RCU
acomete o célon e reto, enquanto a DC pode se manifestar em toda extensdo do trato
gastrointestinal. O diagndstico da DIl depende de ampla investigacdo, incluindo métodos
endoscédpicos, histdria clinica e exames laboratoriais. Na RCU, a colonoscopia e a bidpsia sao
fundamentais. O estudo histolégico tem ganhado importancia clinica (VAN DER SLOOT et
al., 2017).

2.1 Descricdo e epidemiologia

A retocolite ulcerativa é uma doenca inflamatoria crénica que causa inflamacéo
continua, afetando o reto em torno de 95% dos casos, e também uma extenséo do colon, sendo
caracterizada por periodos de remissdo e recidiva (MAGRO et al., 2017; SILVEBERG et al.,
2005).

Os principais sintomas sao sangramento retal e diarreia. A sintomatologia da colite
ulcerativa pode apresentar particularidades de acordo com a localizacdo da lesdo. Quando a
doenca acomete o reto e o célon sigmoide, as fezes podem ser normais ou ressecadas e duras.
Se a afeccdo se estender ao restante do intestino grosso, as fezes tornam-se mais liquidas, e 0s
pacientes podem ter entre 10 e 20 evacuagdes por dia, seguidas por clicas intensas e espasmos
retais, e acompanhadas da urgéncia em defecar (RIBEIRO et al., 2016).

O periodo de remissdo da retocolite é definido por meio de uma combinacdo de
parametros clinicos. Em periodos em que se encontra em atividade, observam-se sintomas que
dependem da extensdo e gravidade da doenca. J& aumento da frequéncia intestinal, dor
abdominal, anorexia e febre sugerem presenca de colite severa (MAGRO et al., 2017). A
retocolite pode causar manifestagdes extraintestinais, tais como mucocuténeas, oculares,
hepaticas, neurologicas e cardiacas (NETO, 2020), sendo que artropatias, episclerite e eridema
nodoso podem estar presente em 20 % dos casos (LEVINE et al., 2011). Além disso, ndo é raro
0 aparecimento de depressdao (NETO, 2020).

Pacientes com retocolite sdo classificados quanto a extensdo da doenca em: a)

proctite, na qual ocorre envolvimento limitado do reto, b) colite do lado esquerdo, que acomete
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o cblon distal, e c) colite extensa, na qual acomete além do angulo esplénico (SILVEBERG et
al., 2005).

A retocolite ulcerativa parece afetar igualmente ambos os sexos (FEFFERMAN et
al., 2005). De acordo com Loftus (2004), a doenca aparece no final da adolescéncia e no inicio
da idade adulta, embora o diagnostico possa ser feito em qualquer idade. Um discreto pico de
incidéncia tem sido mostrado em algumas populacGes ap0s a quinta década de vida. Ha relatos
na literatura de casos de RCU na populacdo pediatrica, sendo caracterizada por progressao
rapida e comorbidades frequentes que podem dificultar o tratamento e a evolugdo da doenca
(KUCHARZIK et al., 2020).

A incidéncia da retocolite vem aumentando ao longo de décadas em todo o mundo.
Ainda que venha diminuindo nos paises da América do norte e da Europa ocidental (DA SILVA
et al , 2015 e 2014), esta imergindo em areas como: China, india, Céreia do Sul, Libano, Ir,
Tailandia, Antilhas, Norte da Africa, estando diretamente relacionada a industrializacio e a
ocidentalizacdo dessas areas (NG SC et al., 2013, 2017). A taxa de incidéncia de RCU pode
variar de 0,5 a 31,5 por 100.000 pessoas a cada ano, dependendo da populacéo estudada (DA
SILVA et al, 2014; BURISCH.; MUNKHOLM, 2013). Embora a incidéncia esteja se
estabilizando nos paises ocidentais, a prevaléncia permanece alta e ultrapassa 0,3% (NG SC et
al., 2017). No Brasil, varios estudos vém demonstrando que a incidéncia e a prevaléncia de
RCU e o ndmero de internacBes tém aumentado significativamente nos ultimos anos
(SELVARATNAM et al, 2019; SOUZA et al, 2002; VICTORIA et al, 2009). Um estudo no
nordeste brasileiro demonstrou a predominancia de retocolite em pessoas com menos de 40
anos de idade, mesticas ou de baixa renda (PARENTE et al, 2015). A incidéncia crescente esta
associada a ocidentalizacéo do estilo de vida (FORBES et al., 2017).

Além disso, a incidéncia pode estar associada aos seguintes fatores de risco:
histéria familiar de doencas inflamatdrias, gastroenterites bacterianas pregressas, ambiente
urbano, poluicdo do ar, uso de antibidticos e de drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais,
contraceptivos orais e dieta ocidentalizada (VAN DER SLOOT et al., 2017). Varios
componentes da dieta podem afetar a flora bacteriana, gerando disbiose (desequilibrio da
microbiota), diminuindo ou danificando a camada de muco, podendo ocasionar aumento de
permeabilidade intestinal ou aumentar a capacidade da microbiota patoldgica de aderir a células
epiteliais ou de translocar através da barreira epitelial.

De acordo com MARTINEZ-MEDINA et al, (2014), a dieta ocidental induz
mudangas na composicdo da microbiota intestinal, altera a homeostase do hospedeiro e

promove uma colonizacéo intestinal desfavoravel em camundongos geneticamente suscetiveis.
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Em relacdo ao aumento do risco da RCU pelo do uso das drogas anti-inflamatorias néo
esteroidais, esse fato pode ser explicado devido a diminuicdo da ciclooxigenase, levando a
diminuicdo das prostaglandinas protetoras na mucosa intestinal, que podem ocasionar um
aumento da permeabilidade e causar um dano a integridade da barreira epitelial (JENKINS et
al.; 1991; MUSUMBA et al., 2009).

2.2 Fisiopatologia

A precisa etiologia da retocolite ainda é desconhecida (SCHIVANANDA et al,
1996). De acordo com Van Der Sloot et al. (2017), amamentacéo, fatores dietéticos, presenca
de Heliobacter pyloric no intestino e vitamina D sdo fatores de prote¢do importantes para a
retocolite. Estudos em modelo animal mostram que o efeito protetor da alimentacdo pode ser
explicado pela inducgdo da toleréncia imunoldgica a antigenos especificos e a microbiota, pela
transferéncia de anticorpos maternos no leite humano para o bebé e pel alteracdo da microbiota
da flora intestinal (FARIA et al., 1999; KUNZ et al., 2000). Além disso, um estudo de caso-
controle pareado, com 256 casos de pacientes com RCU avaliando padrdes alimentares com as
taxas de incidéncia da doenca, mostrou que uma dieta rica em frutas, vegetais e acidos graxos
w-3, e baixa em acidos graxos w-6, estd associado a um risco reduzido de desenvolver RCU
(RACINE et al., 2016).

A patogénese da doenca envolve uma interacdo entre suscetibilidade genética,
fatores ambientais, microbioma do hospedeiro e desregulacdo imunoldgica (BAUMGART,;
CARDING, 2007), conforme apresenta a Figura 1.
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Figura 1 - Patogénese da RCU

15 . -
£ Fatores genéticos Microbiota
3 do hospedeiro
L
'y ;
E ¢
o a4 n f‘ A
. 1. Wiy U
z 3
. i ;
=Y A ¥ O ~/\1/
) ~ 4 ° Perca de integridade da mucosa ,
Enterccito Juncdes Destruigdo de tecido Celulas de
Apertadas ‘ Inflamagéo da mucosa Paneth
y v ¢
£ Resposta imune
o
E] exacerbada
o
2
& -
-
RCUI

Fonte: Adaptada de Coskun, 2014.

Porém, ja se sabe que o processo inflamatorio recorrente é resultado da conjuncao
de fatores relacionados ao contetdo do canal alimentar (antigenos bacterianos e/ ou alimentares
e aumento na permeabilidade intestinal a esses produtos) e da alteracéo na resposta imunolégica
da mucosa, geneticamente determinada (FIOCHI, 1998). A falha na eliminacdo do agente
agressor, associada a resposta inflamatoria exacerbada, torna o processo inflamatdrio crénico
(RIBEIRO et al., 2016), conforme demonstra a Figura 1. As respostas imunes inatas oferecem
a primeira linha de defesa contra qualquer agressdo e sdao mediadas por uma variedade de
diferentes tipos celulares, incluindo células imunoldgicas classicas, neutréfilos, mondcitos,
macrofagos e células dendriticas, bem como células ndo imunes, como epiteliais, endoteliais e
mesenguimais. Quando ocorre uma alteracdo na barreira do epitélio, uma resposta pro-
inflamatoria é gerada (Figura 1), o que, por sua vez, determina o desenvolvimento das respostas
celular e humoral pelo sistema imune adaptativo (FIOCCHI, 2016).

Durante o processo inflamatdrio, um grande nimero de neutréfilos infiltra na
lamina prépria da mucosa intestinal. Esse infiltrado inflamatdrio, por sua vez, é acompanhando
por intensos danos a mucosa, aumento da permeabilidade, destruicdo de matriz extracelular,
edema, eroséo e formacao de ulceras. O rompimento da barreira epitelial ocasiona a producdo,

pelo sistema imune, de citocinas pro-inflamatorias (RIBEIRO et al., 2016).
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Muitos estudos tém demonstrado a presenca de um desequilibrio de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-1 e IL-12) e anti-inflamatdrias (IL-4, 1L-10, IL-11) na
retocolite ulcerativa (ARDIZZONE; PORRO, 2005). De fato, tem sido observado elevados
niveis de expressdo proteica de TNF-a em bidpsias colonicas de pacientes com retocolite
ulcerativa (VIVINUS-NEBOT et al.,, 2014), evidenciando presenca de resposta pro-
inflamatoria exacerbada.

O comprometimento da barreira intestinal encontrado na colite ulcerativa tem sido
amplamente associado a alteracdes nas moléculas de adesdo e complexos juncionais (HELLER
et al., 2005; SCHMITZ et al., 1999; VIVINUS-NEBOT et al., 2014).

Moléculas de adesdo celular e complexos juncionais desempenham um importante
papel na estabilizacdo da integridade tecidual e na funcéo de barreira, a qual € mantida por duas
familias de complexos proteicos: as juncOGes aderentes (AJ) e as tight junctions (TJ)
(ANDERSON; VAN ITALLIE, 2009; HARTSOCK; NELSON, 2008). As caderinas e as
cateninas sdo as principais proteinas transmembranares que compdem as AJ, engquanto
ocludinas e claudinas formam as TJ, que controlam a seletividade idnica e a permeabilidade da
via paracelular entre os dominios apical e basolateral das células epiteliais (FOSTER, 2008).
Outra classe de complexos juncionais sdo as zonula occludens (ZO), que sdo uma familia de
proteinas ligadas as TJ que desempenham também funcGes dindmicas no remodelamento de
complexos juncionais (FANNING; ANDERSON, 2009). Por desempenhar fungdes na
homeostase estrutural, as proteinas de adesdo tém se mostrado como indicadoras, e até
iniciadoras, de patologias que levam a perda da integridade do epitélio (OSHIMA; MIWA,
2016).

A disfuncdo da barreira da mucosa é reconhecida como um fator patogénico na
retocolite ulcerativa (RCU) e desempenha um papel importante no prognéstico da doenca.
Estudos mostram que falhas ou danos na integridade da mucosa podem levar ao aumento da
permeabilidade, que promove a exposi¢do ao contetdo luminal — o que, por sua vez pode,
ocasionar dano inflamatorio a regido colénica (BENJAMIN et al., 2012; MICHELAN;
D’INCA, 2015), figura 1.

Nesse sentido, Vivinus-Nebot e colaboradores (2014), avaliando pacientes com
colite ulcerativa, encontraram alteracbes na barreira epitelial, tais como aumento da
permeabilidade paracelular, demonstrando a importancia da integridade da barreira epitelial
para a fisiopatologia da retocolite ulcerativa. Portanto, a severidade da doenca influencia a

modalidade do tratamento e a via de administracdo (MAGRO et al., 2017).
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2.3 Diagnostico, tratamento e métodos de avaliacdo macroscdpico e microcroscépico

A classificacdo original para retocolite severa foi proposta por Truelove e Hambling
em 1958. A classificacdo de Truelove e Witts é considerada também um indice para avaliar a
atividade da doenca em leve, moderada e grave (MAGRO et al.,, 2017), além de ser
fundamental, inclusive, para estabelecer o periodo de remissdo do paciente. Este é definido por
meio de uma combinacdo de parametros clinicos, que compreende 0s seguintes parametros:
frequéncia das fezes menor ou igual a trés vezes ao dia, auséncia de sangue nas fezes e mucosa
normal na colonoscopia (TRAVIS et al., 2010).

N&o existe um padrdo-ouro para o diagnostico da doenca. Ele é estabelecido por
parametros clinicos, endoscopicos, laboratoriais e de imagem, incluindo parametros
histopatoldgicos (MAGRO et al., 2017). E importante estabelecer rapidamente o diagnéstico,
a severidade e a extensdo da doenga, uma vez que isso influencia nas opcdes de tratamento e
na possivel progressdo da doenca (COLLINS, 2006). Os exames laboratoriais devem incluir
medicdo dos parametros inflamatorios no sangue (hemograma e proteina C reativa) e nas fezes
(concentracéo de calprotectina fecal ou lactoferrina). Um valor de calprotectina fecal abaixo de
150-200 pg por grama de fezes é considerado um marcador confidvel de remissdo
(KUCHARZIK et al., 2019).

H& mais de 50 anos, Truelove e colaboradores (1958) mostraram que desfechos
clinicos endoscopicos e histoldgicos poderiam ser considerados para avaliar pacientes com
RCU. O tratamento mudou profundamente nos Gltimos anos, devido a crescente disponibilidade
de terapias altamente eficazes. Em ritmo semelhante, as metas de tratamento também evoluiram
(D’AMICO et al., 2020.; PEYRIN-BIROULT et al., 2015). Portanto, o alvo da terapia na RCU
testemunhou uma mudanca de paradigma: antes, a atividade da doenca era avaliada,
fundamentalmente, por melhora sintomatica e cicatrizacdo endoscépica da mucosa; mas,
atualmente, estudos mostram que, para o diagndstico, deve-se levar em consideragcdo também
a cicatrizacédo histolégica (KHANNA et al, 2022; SHAH et al., 2019).

Nesse sentido, a indicacdo do tratamento adequado pode se beneficiar com a
avaliacdo da atividade endoscopica, bem como dos escores histologicos (NERI et al., 2021,
SHAH et al., 2019). Porém, segundo alguns estudos, nem sempre a cicatrizacdo endoscopica
esta relacionada coma a cicatrizagdo microscopica (SHAH et al., 2019).

Um estudo de coorte noruegués mostrou que a cicatrizacdo da mucosa foi associada
a risco reduzido de colectomia na RCU, a menor inflamagdo em cinco anos e a menor

necessidade de tratamento com corticosteroides. (FROSLIE, 2007).
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O tratamento da retocolite ulcerativa dependera da sua extensdo e da gravidade das
lesbes. As metas do tratamento s&o: reduzir a inflamagdo, manter a remissdo livre de
corticoides, recuperar ou manter o estado nutricional, e evitar a colectomia e complicacdes
tardias, como céncer de colorretal. Os farmacos mais utilizados no tratamento convencional
sdo: antiperistélticos, antidiarreicos, antibidticos, aminosalicilatos orais e por via retal, e
corticoterapia (para os pacientes refratarios ao tratamento) (MINISTERIO DA SAUDE, 2020;
NETO, 2020).

Os tratamentos atuais para RCU incluem imunomoduladores, agentes anti-
inflamatorios e bioldgicos, a exemplo do infliximab, um antagonista do fator de necrose tumoral
alfa (TNFa). O TNFa ¢ um componente da resposta inflamatdria e a terapia com infliximab
induz a cicatrizacdo da mucosa (LICHTENSTEIN; RUTGEERTS, 2010; RUTGEERTS et al.,
2005). Esse farmaco atua neutralizando TNFoa, ligando-se diretamente a essa citocina,
induzindo a apoptose em células T ativadas que expressam TNFa, ou afetando diretamente as
vias de TNFa para diminuir a expressdo de citocinas (SCALLON et al., 2002; TEN HOVE et
al., 2002). Infliximab, adalimumab, golimumab e ustekinumab sdo exemplos de outros agentes
anti-TNFa que atuam reduzindo a inflamagéo e alterando a resposta imune (RUTGEERTS et
al., 2005).

A terapia convencional e as drogas anti-TNFa sdo eficientes na indugao da remissao
histol6gica na RCU. Pacientes em uso de Infliximabe mostraram remissdo em 58% dos casos,
apos 11 meses de tratamento (DAL BUONO et al., 2020).

O tratamento da RCU na fase aguda da doenca em intensidade leve a moderada
consiste no uso de aminosalicilatos orais e topicos e de corticoterapia. Em uma metandlise, foi
observado que a terapia topica de aminosalicilatos tem melhor efeito na cicatrizagdo da mucosa
e na doenca distal, tanto na fase de inducéo quanto na manuten¢do da RCU (HARBORD et al.,
2017). Portanto, a mesalazina, em varias formas de administracao, continua sendo o tratamento
padrdo para RCU leve e sem complicagdes (KUCHARZIK et al., 2020).

O uso de corticoides ¢ indicado em pacientes refratarios aos aminosalicilatos ou em
fases de inducdo da remisséo nos pacientes com doenga moderada a severa. Portanto, ciclos de
corticoides devem ser restritos a no maximo trés meses. e a terapia com outro farmaco deve ser
considerada para qualquer paciente que necessite de mais de um Unico ciclo de corticoide
sistémico em um ano, ou para os apresentem um surto da doenca apés a reducdo gradual desse
farmaco (RAINE et al., 2022). Os corticoides sdo medicamentos potentes do ponto de vista da

remissdo, porém, seus efeitos colaterais os contraindicam como terapia de manutencéo.
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Sintomas como aumento de peso, edema, sindrome de Cushing, osteoporose, insnia e esteatose
hepética sdo efeitos colaterais mais comuns no uso desses farmacos (NETO, 2020).

Quando as medidas clinicas séo ineficazes para o alivio dos sintomas, a indicacao
é cirurgica. A probabilidade do paciente ser submetido a colectomia com tempo de doenca igual
ou superior a 25 anos fica em torno de 32%. Além disso, a extensdo da doenca e o alto nivel de
atividade s&o fatores decisivos para a indicagdo de colectomia. Porém, a cirurgia sé € indicada
quando o nivel de atividade da doenca resulta em grave crise sustentada sem resposta ao
tratamento ou quando hé piora no quadro clinico (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

2.3.1 Avaliagdo endoscopica

A endoscopia desempenha um papel essencial no diagndstico, no manejo, no
prognostico e na vigilancia da doenga inflamatoria intestinal. Na RCU, as alteragdes
endoscopicas iniciam préximo a margem anal e estendem-se de forma continua, confluente e
concéntrica. A doencga endoscopicamente inativa esta associada a auséncia de sangramento retal
(RAINE et al., 2022).

Existem varios escores para avaliar a inflamacdo macroscopica, sendo o critério de
Mayo o mais utilizado, tanto na pratica clinica como em ensaios clinicos (KHANNA et al.,
2022) (Tabela 1). Sua classificacdo possui quatro escores, que variam de 0 (mucosa sem
inflamacédo) a 3 (inflamacdo grave), e inclui avaliacdo de eritema, padrdo vascular, eroséo,
friabilidade, sangramento espontaneo e ulceracdo (KHANNA et al., 2022). De acordo com esse
escore, a cicatrizacdo da mucosa € definida pela auséncia de friabilidade, erosdes e Ulceras em
todo seguimentos da mucosa intestinal, e esta associada a diminuicdo do risco de recidivas e
de morbidade associada a doenca (VUITTON et al., 2017).

Tabela 1 - Escore endoscépico de Mayo

Escore endoscdpico de Mayo

Aparéncia endoscépica Escore
endoscdpico
de Mayo

Mucosa normal 0

Vascularizagdo diminuida, friabilidade leve e eritema 1
Auséncia de padrdo vascular, eritema acentuado,
friabilidade severa e erosdes 2
Sangramento espontaneo e ulceracdo

Fonte: adaptado de Shah, 2019.



24

2.3.2 Avaliagdo Histoldgica

A avaliacdo da atividade histopatoldgica tem muitas aplicacBes potenciais na
pesquisa em RCU (MOSLLI et al., 2017a). A lesdo microscopica da mucosa na RCU ativa é
caracterizada por infiltrado de células inflamatdrias cronicas, abcesso de cripta, deplecéo de
mucina e ulceragdes na superficie. Durante a fase de cicatrizacdo da mucosa, a continuidade
epitelial é restaurada, o infiltrado e os abcessos desparecem e a deplecdo de mucina melhora.
A atividade histologica da doenca mostrou estar associada a recidiva, uso prolongado de
corticoides, complicacOes a longo prazo, colectomia, maior taxa de hospitalizacdo e cancer
colorretal (MOSLI et al., 2017b; VESPA et al., 2022).

Muitos indices tém sido descritos para avaliar a atividade macroscopica da RCU
desde 1950 (BRESSENOT et al., 2015, RILEY et al., 1991, POWELL-TUCK, 1982). Mosli et
al (2017b) identificou 18 sistemas de pontuacdo histologica para a RCU, porém os indices que
tém sido mais amplamente utilizados para estudo clinicos sdo os de Geboes (JAUREGUI-
AMEZAGA et al., 2017) e de Robarts. Nesses parametros microscopicos, sdo observadas
alteracdes na arquitetura da cripta, presenca de cripitite, localizacdo do neutrofilos na lamina
propria e no epitélio e erosdo.

O escore histoldgico de Geboes simplificado (EGS) foi feito a partir do escore de
Geboes original (EGS). Ele avalia a cura histoldgica e descreve caracteristicas histolégicas que
sdo divididas em cinco graus de classificac@es, variando de 0 (sem atividade inflamatoria) a 4
(injaria epitelial), sendo cada grau dividido em subclasses que recebem pontuacdes de acordo
com as caracteristicas da biopsia. Os graus 0, 1, 2A e 2B sdo anormalidades microscopicas da
fase inativa, que compreendem mudangas arquitetonicas e infiltrado de células mononucleares;
jaos graus 3 e 4 se referem a fase ativa da RCU (Geboes et al., 2000).

Foram incluidos para EGS, além das variaveis relacionadas a inflamacéo ativa e
inativa, a plasmocitose basal, pois foi previamente identificado como possivel preditor de
recidiva (BESSISSOW et al., 2012; BITTON et al, 2001). Um estudo de coorte feito com
pacientes com RCU entre 2005 e 2010, com analise de endoscopias seriadas, mostrou que a PB
estava ausente naqueles casos sem neutrofilos em criptas ou sem nenhum dano epitelial, mas
estava presente nas biopsias que apresentavam inflamacéo grave (JAUREGUI-AMEZAGA et
al., 2017).

Outra caracteristica importante avaliada nesse escore se refere a presenca de
eosinofilos na lamina prépria, pois estdo presentes em ambas as fases da RCU, e a gravidade

da infiltracdo destes na lamina propria tem sido associada a recidiva na retocolite ulcerativa
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idiopéatica. Além disso, outro marcador de aumento da gravidade para a atividade de doenca é
a presenca de lesdo epitelial em associa¢do com neutréfilos (MAGRO et al., 2013; ZEZOS et
al., 2014).

O resultado para esse indice histolégico € o valor da subclasse mais alta, que mostra
a maior atividade da doenca (JAUREGUI-AMEZAGA et al., 2017). A pontuagdo maior que
3,1 indica atividade histolégica ativa (BESSISSOW et al., 2012).

O outro indicador histologico que utilizamos em nosso estudo foi de Indice
Histopatoldgico de Robarts (IHR). E um dos indices histopatoldgicos recomendados pela
Organizagdo Europeia de Crohn e Colite, e é derivado principalmente do escore de Geboes
original (VESPA et al., 2022). Ele é formado por quatro graus: infiltrado inflamatério crénico,
neutrofilos na ldamina propria, neutréfilos no epitélio e erosdes ou ulceracdes. Cada grau possui
quatro niveis de graduacao, cuja escala vai de zero a trés. Sua pontuacao total varia de 0 (sem

atividade) a 33 (atividade grave da doenca), e é calculada através da seguinte formula:

RHI = 1 x nivel imflamatorio cronico (4 niveéis) + 2 x neutréfilos na lamina propria (4 nivéis)
+ 3 x neutrofilos no epitélio (4 nivéis) + 5 x erosao ou ulceracao (4 niveis apds combinacédo
de Geboes 5,1 e 5,2) (MOSLI et al., 2015) 1)

Na RCU, a remisséo histologica é definida com IHR < 3, e a atividade histoldgica,
com IHR > 9 (MAGRO et al., 2020).

2.4 Funcédo da barreira e integridade da mucosa

A funcdo da barreira epitelial, ou permeabilidade intestinal, é influenciada por
varios estimulos fisiologicos, patologicos e farmacoldgicos (MICHELAN; D’INCA, 2015).

Os elementos que formam a barreira epitelial intestinal podem ser classificados em
extracelulares, que sdo composto por enzimas digestivas e muco, e celulares, tais como muco,
criptas, microvilosidades. A superficie da mucosa é composta por muco, que limita a exposicao
das células epiteliais da acdo de patogenos ou traumas. O muco protege o epitélio intestinal
contra 0s microrganismos luminais, destruindo-os e evitando a sua adesdo a mucosa e ao
epitélio (RODRIGUES et al., 2016).

Outro componente da barreira intestinal é a camada de células epiteliais. Estas
células, por sua vez, fornecem barreira estrutural, fabricam a maioria dos componentes da
barreira secretada, sdo sensores do ambiente externo e emitem sinais que regulam a imunidade
inata e adaptativa subjacente (MCGUCKIN et al., 2009).
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As juncles estreitas (JES) sdo complexos de mdaltiplas proteinas localizados nas
extremidades apicais das membranas laterais das células epiteliais intestinais. Quatro proteinas
transmembranares integrais tém sido identificadas: ocludina, claudinas e moléculas de adesdo
juncional (LEE, 2015). De acordo com Toedter et al. (2012), o aumento da permeabilidade
pode ser causado por alteragdes nas JES.

Vaérios estudos mostram que a ruptura da barreira intestinal é influenciada pela
permeabilidade intestinal (LACERDA et al., 2021, VIVINUS-NEBOT et al., 2014). Danos a
permeabilidade sdo caracterizados por varios distarbios inflamatorios crénicos, que estdo
associados ao comprometimento de proteinas estruturais essenciais, localizadas nas jungdes
firmes. A manutencdo da barreira funcional intestinal é um processo corregulado por
mediadores: células epiteliais, células do sistema imune, microbiota e sistema nervoso entérico.
A seletividade é proporcionada pelas juncdes firmes e € formada por um complexo de
mutiproteinas transmembranares. Este complexo regula o transporte paracelular de ions
(Lacerda et al., 2021).

Alguns métodos experimentais sdo empregados para avaliar a integridade epitelial.
Dentre esses métodos existe a Camara de Ussing, que utiliza a resisténcia elétrica transepitelial
(soma da resisténcia transcelular e da resisténcia paracelular) (VIDYASAGAR S,
MACGREGOR et al., 2016).

Nesse sentido, faltam estudos avaliando a relagdo entre a integridade da mucosa e
0s métodos clinicos de avaliacdo da inflamacéo histoldgica e endoscépica. Assim, este estudo
teve como objetivo avaliar se existe uma relacéo entre o dano da barreira epitelial do reto e o
dano inflamatdrio correlacionado a inflamag6es macroscépicas e microscopicas em pacientes
com RCU.

Tornam-se importantes os estudos no sentido de elucidar o mecanismo desses
distdrbios funcionais. No entanto, a maioria desses estudos estdo limitados a experimentacao
animal, sendo importante considerar a realizacdo de estudos translacionais que objetivem a

experimentagdo em humanos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a relagdo entre comprometimento da barreira epitelial retal e dano

inflamatdrio em pacientes com retocolite ulcerativa idiopatica.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a integridade da mucosa retal, por meio da verificacdo da Resisténcia
Elétrica Transepitelial basal (RETE);

e Avaliar a correlacdo entre a integridade da mucosa retal e a inflamacgéo
macroscopica, segundo o escore endoscopico de Mayo;

e Avaliar a correlacdo da integridade da mucosa retal e a inflamacdo microscopica,
segundo o escore histologicos de Geboes;

e Avaliar a correlacdo da integridade da mucosa retal e a inflamacdo microscopica,

segundo o escore histologicos e Robarts.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Populagao de estudo

Para este estudo, 24 pacientes foram selecionados e divididos em dois grupos. O
primeiro, denominado grupo controle, era formado por 14 voluntarios sadios (sem queixas de
sintomas ou de doenca cronica e inflamatoria intestinal e que foram submetidos a colonoscopia
para triagem de cancer de colon retal), provenientes do servi¢co de Endoscopia Digestiva do
Hospital Universitario Walter Cantidio da Universidade Federal do Ceara (HUWC-UFC). O
segundo grupo era composto por 10 voluntarios com diagndstico de retocolite ulcerativa em
atividade (com diarreia e sangramento ativo), provenientes do Ambulatério de Doencas
inflamatorias Intestinais do HUWC-UFC.

4.2  Aspectos éticos

Esta pesquisa seguiu a Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Salde e a
Declaracdo de Helsinki, e foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
do Hospital Universitario Walter Cantidio — UFC, sob o0 nimero 3.245.468 de 04 de abril de
2019 (CAAE 04198818.3.0000.5045).

4.2.1 Critérios de inclusédo

Para a conducdo desta pesquisa, foram considerados os seguintes critérios de
inclusdo:

a) Individuos controle com idade superior ou igual a 18 anos, de ambos 0s sexos,
sem sintomas gastrointestinais e sem retocolite ulcerativa (sujeitos a
colonoscopia para triagem de cancer de célon retal);

b) Individuos com idade superior a 18 anos, de ambos 0s sexos sujeitos a
colonoscopia, com sintomas tipicos de retocolite ulcerativa em atividade
(classificado de acordo com os critérios de Mayo maior ou igual a 2) e com
sintomas gastrointestinais;

c) Ter consentido em participar do estudo.
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4.2.2 Critérios de exclusdo

Os critérios de exclusdo que nortearam o presente estudo foram os seguintes:

a) Portadores de doencas digestivas que nao a retocolite ulcerativa;

b) Portadores de retocolite ulcerativa idiopatica em remissao da doenca;

c¢) Individuos com faixa etéria inferior a 18 anos;

d) Portadores de doenca hepaética;

e) Portadores de doenca renal;

f) Portadores de doenca cardiovascular instavel,

g) Portadores de neoplasia do trato digestorio;

h) Gestantes;

i) Individuos com registros médicos incompletos;

j) Individuos com alteracdo cognitiva que dificultasse a colaboragdo com o
estudo;

k) Portadores de discrasias sanguineas ou em uso de anti-inflamatorios.

I) Individuos que ndo desejem participar do estudo.

4.3 Protocolo experimental

Durante o procedimento da colonoscopia, um gastroenterologista experiente
aplicou os escores endoscépicos de Mayo, que € um método usado como ferramenta para a
classificacdo da atividade da doenca (SCHROEDER et al., 1997). Essa pontua¢do endoscopica
varia de 0, que tem como caracteristica a mucosa normal, a 3, que caracteriza a retocolite em
atividade severa. Apoés a classificacdo do escore endoscopico de Mayo, cinco bidpsias retais
foram retiradas de cada paciente, e uma delas foi colocada em um tubo, contendo um volume
pré-definido de formol tamponado neutro a 10 %, e enviado para lamina histoldgica. As quatro
biopsias restante foram transportadas, em gelo, utilizando solucdo de Krebs (composta por 145
mM de NaCl, 0,4 mM de KH2PO4, 1,6 mM de K:HPO4, 5 mM de glicose, 1 mM de MgCl: e
1,2 mM de CaCly,, pH 7,4), para o Laboratério de Estudos da Fisio-Farmacologia
Gastrintestinal, a fim de avaliar a resisténcia elétrica transepitelial basal na cAmara de Ussing

(Mussler Scientific Instruments, Aachen, Alemanha).

4.3.1 Avaliacao dos escores endoscopicos da lesdo
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Para cada tubo recebido no laboratério de patologia, um bloco de parafina foi feito
e uma lamina correspondente foi corada com hematoxilina-eosina.

Apbs confeccionadas, as laminas foram analisadas as cegas por um patologista
experiente, e foram atribuidos escores microscopicos de acordo com o grau de leséo encontrado,
sendo realizadas duas analises diferentes: uma seguindo os critérios de Geboes simplificado
(Tabela 1), e outra os critérios de Robarts (Tabela 2).

Em seguida, os escores de Geboes (JAUREGUI-AMEZAGA et al., 2017) e Robarts
(MOSLI MH et al., 2017) do grupo controle foram comparados com o grupo com retocolite
ulcerativa (RCU), passando a ser realizada a correlagdo entre os indices desses dois modelos de

escores microscopicos.

Tabela 2 - Escore de Geboes Simplificado

Grau 0: 0.0 Sem anormalidades

Sem atividade inflamatoria 0.1 Presenca de alteracdes arquiteténicas
0.2 Presenca de alteracdes arquitetnicas e
infiltrado cronico de células mononucleares

Grau 1: 1.0 Sem aumento

Células plasmaéticas basais 1.1 Aumento leve
1.2 Aumento acentuado

Grau 2A: 2A.0 Sem aumento

Eosinofilos na Iamina prépria 2A.1 Aumento leve
2A.2 Aumento acentuado

Grau 2B: 2B.0 Sem aumento

Neutrofilos na 1dmina propria 2B.1 Aumento leve
2B.2 Aumento acentuado

Grau 3: 3.0 Nenhum

Neutrofilos no epitélio 3.1 < 50% criptas envolvidas
3.2 > 50% de criptas envolvidas

Grau 4: 4.0 Nenhum

Lesdo epitelial [em cripta e epitélio de 4.1 Atenuagdo marcada

superficie] 4.2 Provavel destruicdo de cripta: provaveis erosdes
4.3 Destruicdo de cripta inequivoca: erosao
inequivoca

4.4 Ulcera ou tecido de granulago

Fonte: Jauregui-Amezaga et al., 2017.
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Tabela 3 - Escore de Robarts

Infiltrado inflamatdrio crénico 0=Sem aumento
1=Aumento leve, mas inequivoco
2=Aumento moderado
3=Aumento marcado

Neutrofilos da 1amina propria 0=Sem aumento
1=Aumento leve, mas inequivoco
2=Aumento moderado
3=Aumento marcado

Neutréfilos no epitélio 0=Nenhum
1=<5% criptas envolvidas
2=<50% criptas envolvidas
3=>50% criptas envolvidas

Eroséo ou ulceracédo 0=Sem erosdo, ulceracéo ou tecido de granulacao
1=Epitélio em recuperacdo + inflamac&o adjacente
1=Provével erosao - despojado focalmente
2=Eroséo inequivoca
3=Ulcera ou tecido de granulacio

Fonte: Mosli et al., 2017

4.4 Avaliacdo da funcéo da barreira epitelial

4.4.1 Montagem das bidpsias na Camara de Ussing

Das cinco bidpsias retais retiradas na colonoscopia, quatro foram transportadas em
solucdo de Krebs (composta por 145 mM de NaCl, 0,4 mM de KH2POg4, 1,6 mM de K2HPOa,
5 mM de glicose, 1 mM de MgCl; e 1,2 mM de CaCly, pH 7,4), em gelo, para o Laboratoério de
Estudos da Fisio-Farmacologia Gastrintestinal. A partir disso, com o auxilio de uma lupa
estereoscoOpica, foram identificados os lados luminal e seroso das bidpsias. Em seguida, elas
foram montadas em minicAmaras de Ussing (Mussler Scientific Instruments, Aachen,
Alemanha), adaptadas especialmente para avaliagdo das bidpsias da mucosa retal, com uma
area de exposicdo de 0,017cmz2. Apos a montagem, foram adicionadas a solucdo de Krebs em
ambos os lados luminal e seroso (3,5 ml/semicamara), sendo este mantido aerado com uma
mistura carbogénica (95% de Oz e 5% de CO2) e com uma temperatura constante de 37°C
(KEITA et al., 2015). As bidpsias que ndo cobriram completamente a area de da cdmara foram
descartadas.

A correcgéo da resisténcia elétrica do meio e do circuito foi realizada inicialmente e

acompanhada permanentemente por meio de eletrodos Ag/AgCl. Em seguida, foi realizada a
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montagem das bidpsias na camara de Ussing, conforme descrito anteriormente. A RETE basal
foi calculada de acordo com a lei de Ohm, a partir das deflexdes de voltagem induzidas por
pulsos bipolares de corrente de 50 uA com durac¢do de 200 ms, a cada 6 s, aplicados por meio
de fios de platina (TOBEY et al., 2004). Todos os experimentos foram conduzidos em
condigdes de circuito aberto. Apds 30 minutos, o sistema obteve entdo a estabilidade, sendo
possivel estabelecer o valor da RETE basal. A média da RET basal das quatro bidpsias de cada
paciente foi considerada a RETE basal daquele paciente.

Nesse experimento, foram analisados a RETE basal do grupo controle com o grupo
RCU, e a correlacdo entre o escore endoscépico de Mayo e RETE basal, assim como os escores
de Geboes e a RETE basal, alem dos escores de Robarts e RETE basal.

4.5 Andlise estatistica

As varidveis categoricas foram expressas como contagens absolutas e porcentagens.
Para as comparacgdes entre os dados categdricos, foram utilizados os testes qui-quadrado e exato
de Fisher. Todas as varidveis quantitativas foram testadas quanto a distribui¢ao normal por meio
do teste de Shapiro-Wilk. Os dados normais foram entdo expressos como média + desvio. Para
as comparacdes dos dados quantitativos entre os grupos, utilizou-se o teste t de Student ou o
teste de Mann-Whitney, conforme apropriado. Para andlise de correlagdo entre as variaveis
quantitativas, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Spearman. Os dados foram analisados
usando o software GraphPad Prism versao 8 para Windows. Para todos os testes, p<0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 Casuistica

Ao todo, foram incluidos 24 participantes, sendo 10 pacientes com retocolite
ulcerativa (RCU) e 14 controles. O grupo RCU apresentou menor idade em comparacio aos
controles (35 + 7,7 versus 49,9 + 14,7 anos, p=0,004). O género foi semelhante entre os grupos,
sendo que o grupo RCU apresentou predominancia do sexo feminino (90%). Além disso, os
niveis de indice de massa corporea, tabagismo ¢ histéria familiar de doenga inflamatoria

intestinal ndo tiveram significancia estatistica com a presenca de RCU (Tabela 4).

Tabela 4 - Caracteristicas gerais dos pacientes incluidos

Grupos
Controle RCU -
(n=14) (n=10) P
Idade, anos 49,9 + 14,7 3577 0,004
Género, feminino 7 (50) 9 (90) 0,079
IMC, kg/m2 28,35 24,9 +43 0,107
Tabagismo 2 (14,3) 0(0) 0,493
Historico familiar de DII 1(8,3) 1(11,1) 1,000

Nota: Os dados qualitativos foram expressos como contagens absolutas e porcentagens entre parénteses.
Dados continuos expressos em média + desvio padrao.
DIl: Doenca inflamatdria intestinal. RCU: Retocolite ulcerativa. IMC: indice de massa corporea.
*Teste do qui-quadrado ou exato de Fisher foram usados para dados qualitativos, e teste t de Student para
dados continuos.

Foi observado que o tempo de doenca dos pacientes com retocolite ulcerativa teve
uma mediana de 9 anos (AlQ: 4 — 14). Em relacdo as medicacOes usadas, a mesalazina foi o
farmaco mais frequentemente usado (70%), seguido dos corticoides (40%) e da azatioprina
(20%). Quanto a classificacdo por extensdo da doenca, foi observado que a proctite foi a mais
frequente, com 40% de ocorréncia, seguida da colite esquerda (20%), pancolite (20%) e
proctosigmoidite (20%). Os pacientes com retocolite tiveram indice Mayo com uma mediana

de 2 (AIQ: 2 - 3).

5.2 Avaliagédo endoscopica da mucosa retal
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A mucosa colonica dos pacientes com RCU apresentou escores de Mayo
significativamente maiores em comparagdo ao controle (mediana= 2,5 RCU [IQR: 2,0 — 3,0]

vs CTLR 0 [0 — 0], p<0,001) (figura 2).

Figura 2 - Comparagéo dos escores de Mayo entre 0

grupo controle e pacientes com retocolite ulcerativa.
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Fonte: Dados da pesquisa

Barras que representam a mediana e o intervalo interquartil.
RCU: Retocolite ulcerativa.

O teste de Mann-Whitney foi usado para o valor de p.

5.3 Analise das alteracgdes histologicas de Geboes da mucosa retal

Com relagdo a analise de Geboes, a avaliacao histoldégica mostra que o grupo com
RCU apresentou alteragdes estatisticas nos critérios microscopicos quando comparados ao
grupo controle. O grupo RCU apresentou mais alteragdes histologicas com significancia
estatistica para todos os parametros, como a presenca de atividade inflamatoria (p<0,001)
(figura 3C, D, G e H), aumento de plasmocitos basais (p=0,011) (figura 3E), aumento de
neutro6filos na lamina prépria (p=0,001), aumento de neutrofilos no epitélio (p=0,003) e mais
lesdo epitelial (p=0,003) (Figuras 3F e J) em relacdo ao grupo controle (Tabela 5) (Figuras 3A
e B).



Figura 3 - Andlises histoldgicas para escore de Geboes e
Robarts em individuos sadios (A e B) e com RCU (C-J).
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Tabela 5 - Comparacdo das anormalidades na analise de Geboes entre os grupos controle e

retocolite ulcerativa.

Grupos
Controle RCU
Geboes (n=14)  (n=10) P

Sem atividade inflamatodria 0,001
Sem anormalidades 14 (100) 2 (20)
Presenca de mudancas arquitetonicas 0 (0) 2 (20)
!Drgsen(;a deAaI_teragc”)esE arquitetonicas e 0(0) 6 (60)
infiltrado crénico de células mononucleares
Células plasmaticas basais 0,011
Sem aumento 14 (100) 5(50)
Aumento leve 0 (0) 3 (30)
Aumento marcado 0 (0) 2 (20)
Eosindfilos na lamina propria 0,001
Sem aumento 14 (100) 0(0)
Aumento leve 0 (0) 9 (90)
Aumento marcado 0 (0) 1(10)
Neutréfilos na lamina propria 0,001
Sem aumento 14 (100) 3(30)
Aumento leve 0 (0) 6 (60)
Aumento marcado 0 (0) 1 (10)
Neutrofilos no epitélio 0,003
Nenhum 14 (100) 3 (30)
< 50% de criptas envolvidas 0 (0) 6 (60)
> 50% criptas envolvidas 0 (0) 1(10)
Lesédo epitelial (na cripta e epitélio superficial) 0,003
Nenhum 14 (100) 3 (30)
Prov~é1vel destruicao de cripta: provaveis 0(0) 2 (20)
erosdes
pestrgigéo inequivoca de cripta: erosao 0 (0) 3 (30)
inequivoca
Ulcera ou tecido de granulagdo 0 (0) 2 (20)

Nota: Os dados sdo expressos como contagens absolutas e porcentagens entre parénteses.
*Utilizou-se o teste do qui-quadrado. RCU: Retocolite ulcerativa.
Fonte: Elaborado pelo autor.



5.4 Analise das alteracdes histoldgica de Robarts da mucosa retal

Na andlise histologica de Robarts, o grupo RCU também apresentou maior
frequéncia de alteracGes microscopicas, incluindo o aumento do infiltrado inflamatério cronico
(p=0,012), aumento de neutréfilos na lamina prépria (p=0,003), aumento de neutrofilos no

epitélio (p=0,003) e mais erosdo ou ulceragdo (p=0,004) (figura 3F), em compara¢do com o

grupo controle (Tabela 6) (Figura 3A e 3B).

Tabela 6. Comparacdo das anormalidades na analise de Robarts entre os grupos controle e

retocolite.
Grupos
Controle RCU
Robarts (n=14) (n=10) p*

Infiltrado inflamatorio crénico 0,012
Aumento leve, mas inequivoco 14 (100) 5(50)

Aumento moderado 0 (0) 3 (30)

Aumento marcado 0 (0) 2 (20)

Neutrofilos na lamina propria 0,003
Nenhum 14 (100) 3 (30)

Aumento leve, mas inequivoco 0 (0) 3 (30)

Aumento moderado 0 (0) 3 (30)

Aumento marcado 0 (0) 1 (10)

Neutréfilos no epitélio 0,003
Nenhum 14 (100) 3 (30)

< 5% de criptas envolvidas 0 (0) 4 (40)

< 50% de criptas envolvidas 0 (0) 1 (10)

>50% criptas envolvidas 0 (0) 2 (20)

Erosdo ou ulceracdo 0,004
Sem eros@o, ulceracédo ou tecido de 14 (100) 4 (40)

granulagéo

Repupera(;ao do epitélio + inflamacao 0 (0) 4 (40)

adjacente

Ulcera ou tecido de granulagéo 0 (0) 2 (20)

Nota: Dados expressos como contagens absolutas e porcentagens entre parénteses.

*Utilizou-se o teste do qui-quadrado. RCU: Retocolite ulcerativa.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.5 Andlise histopatoldgica dos escores de Geboes da mucosa retal

A avaliacdo histopatoldgica mostra que o grupo RCU apresentou alteragdes
estatisticas nos critérios microscopicos quando comparados ao grupo controle. Ao
compararmos as pontuacées de Geboes, 0 mesmo efeito observado com indice de Mayo (Figura
2) ocorreu com esse escore histologico. O grupo RCU apresentou niveis elevados de pontuacéo
de Geboes (RCU 4,3 [2,2 — 4,3] vs CTRL 0 [0 — 0], p<0,001) em comparagdo com 0 grupo

controle (Figura 4).

Figura 4 - Comparacao dos escores de Geboes entre o
grupo controle e o retocolite.
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Fonte: Dados da pesquisa

Barras que representam a mediana € o intervalo interquartil.
RCU: Retocolite ulcerativa.

O teste de Mann-Whitney foi usado para valor de p.

5.6 Analise histopatoldgica dos escores de Robarts da mucosa retal

Analisando as alteragdes histologicas segundo os critérios de Robarts, foi possivel
observar que 0 grupo RCU apresentou indice significativamente maior de escores
microscopicos (12 [1 18] vs 1[1—1], p=0,003, respectivamente) em comparagdo com o grupo

controle (Figura 5).
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Figura 5 - Comparacdo dos escores de Robarts entre o

grupo controle e retocolite.
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Fonte: Dados da pesquisa

Barras que representam a mediana e o intervalo interquartil.
RCU: Retocolite ulcerativa.

O teste de Mann-Whitney foi usado para valor de p.

5.7 Avaliagéo da integridade da mucosa retal por meio da RETE basal da mucosa

colbnica

Nessa analise experimental, foi avaliada a integridade da mucosa retal por meio da
resisténcia elétrica transepitelial (RETE). A mucosa retal do grupo RCU apresentou menor
RETE (24 £ 5,6 Q.cm?) quando comparado ao grupo (36 = 15 Q *.cm?, p=0,010) (Figura 6).
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Figura 6 - Comparacdo da resisténcia basal média entre o
grupo controle e retocolite.
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Fonte: Dados da pesquisa

Os resultados foram expressos como media + erro padrdo da média e
foram analisados pelo teste t de Student. *p<0,05.

RETE: Resisténcia elétrica transepitelial/ RCU: Retocolite ulcerativa.

5.8 Avaliagdo da correlagdo entre integridade da mucosa retal e inflamacéo

macroscépica e microscopicas

Na analise do grupo total, o RETE apresentou correlagdo inversa significativa com
os escores de Mayo (rtho= -0,487, p=0,016) e com o escore de Geboes (rho= -0,577, p=0,003)
(Figuras 7 e 8, respectivamente). No entanto, ndo foi observada significncia estatistica na
correlagdo entre o RETE e o escore de Robarts (rho= -0,232, p=0,276) (figura 9). Por outro
lado, Robarts teve uma importante correlacdo positiva com o escore de Geboes (rho= 0,826,

p<0,001) (Figura 12).
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Figura 7 - Correlagéo entre o escore de Mayo com a resisténcia basal

média no grupo total.
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Fonte: Dados da pesquisa

Foi utilizada a correlacdo ndo paramétrica de Spearman com seus respectivos
coeficientes rho.

As correlagdes com p<0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.
RETE: Resisténcia elétrica transepitelial.

Figura 8 - Correlacdo entre o escore de Geboes com a
resisténcia basal média no grupo total.
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Fonte: Dados da pesquisa

Foi utilizada a correlagdo ndo paramétrica de Spearman com seus respectivos
coeficientes rho.

As correlagbes com p<0,05 foram consideradas estatisticamente
significativas.

RETE: Resisténcia elétrica transepitelial.



Figura 9 - CorrelacGes entre o escore de Robarts com a

resisténcia basal média no grupo total.
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Fonte: Dados da pesquisa

Foi utilizada a correlagdo ndo paramétrica de Spearman com seus respectivos
coeficientes rho.

As correlagbes com p<0,05 foram consideradas estatisticamente
significativas.

RETE: Resisténcia elétrica transepitelial.

Figura 10 - Correlacdo entre os escores de Geboes e Robarts

no grupo total.
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Foi utilizado a correlagdo ndo paramétrica de Sperman com seus respectivos
coeficientes. s correlagdes com p<0,05 firam consideradas estatisticamente
significativas.
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6 DISCUSSAO

A Retocolite ulcerativa € caracterizada por um processo inflamatorio crénico da
mucosa coldnica e retal, marcada por uma ruptura da barreira intestinal que, por sua vez, é
influenciada pela integridade da mucosa intestinal (LACERDA et al., 2021; NERI et al., 2021).

Esse estudo retrata a importancia de varios métodos para correlacionar a integridade
da mucosa e a inflamacdo retal, e para monitorar a atividade da doenca em pacientes com RCU.
Nestes, observou-se que a RETE na mucosa retal foi significativamente menor em pacientes
com RCU ativa comparada ao grupo controle. Observou-se ainda uma correlacdo negativa entre
inflamacdo endoscopica e inflamacdo microscépica, com a resisténcia elétrica transepitelial no
reto, porém ndo foi observada essa correlacdo pelo indice de Robarts.

Foi observado pelo presente estudo que os pacientes com RCU eram mais jovens
que os do grupo controle, corroborando com a literatura, que descreve que a doenga tem sua
maior incidéncia entre individuos de 15 e 30 anos de idade (Loftus et al., 2004). No Brasil,
Parente et al. (2015) demonstraram a predominancia de RCU em pessoas com menos de 40
anos de idade, mesticas ou de baixa renda, residentes no nordeste brasileiro. Em estudo com
paciente portadores de RCU, no nordeste brasileiro, com faixa etaria semelhante, foi observado
que a maioria residia em area urbana, eram do sexo feminino com média de idade de 39,4 anos
(DA SILVA et al., 2015). O grupo controle foi composto por pacientes em triagem para cancer
de célon retal (CRC), por isso, estavam numa faixa etaria mais elevada, pois um dos fatores de
riscos para cancer de colon retal (CRC) é idade igual ou superior a 50 anos (BAILEY et al.,
2015; EDWARDS et al.,2010).

Com relagéo aos pacientes com RCU do presente estudo, foi observado que o tempo
médio da manifestacdo da doenca, a partir do diagndstico, foi de nove anos. A classificacdo da
doenca, considerando a sua extensdo, comprometeu na sua maioria a regido retal, e a medicacao
mais utilizado foi a mesalazina. De acordo com a literatura, a mesalazina € um dos
medicamentos mais utilizados no tratamento da RCU e seu uso esta relacionado com altas taxas
de remissdo endoscépica (DAL BUONO et al., 2020).

Os pacientes com RCU podem ter um curso varidvel da doencga. O objetivo final do
tratamento na RCU € manter a saude, a qualidade de vida e evitar a incapacidade. Para tal, é
importante fornecer alivio rapido dos sintomas clinicos, mas outra meta importante,
principalmente em relacdo a melhora dos resultados a longo prazo, é alcancar a cura
endoscépica (LEUNG et al, 2017; THEEDE et al, 2015). Pacientes com cicatrizacao
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endoscopica apresentam melhores resultados a longo prazo, com menor risco de colectomia e
melhor evolugdo da doenca (COLOMBEL et al., 2011).

Com o objetivo de avaliar a alteragdes macroscopicas e microscopicas nos
pacientes com RCU, foram avaliadas as biopsias dos pacientes de acordo com os critérios de
Mayo, Geboes e Robarts, respectivamente, e comparados o grupo com RCU e controle. Os
pacientes com RCU apresentaram indice endoscopico de Mayo e indices histoldgicos de
Geboes e Robarts signitivamente maiores em comparag¢ao com o grupo controle. Nao existe um
padrdo ouro para o diagnostico da doenca (MAGRO et al., 2017). Estudos mostram que 0s
indices inflamatorios endoscépicos e histoldgicos sdo significativamente maiores em pacientes
com RCU na fase ativa, quando em comparacdo com achados inflamatérios na doenca inativa
(MOSLI et al., 2017b).

De acordo com Riley e colaboradores (1991), a lesdo da mucosa na RCU ativa é
caracterizada por: infiltrado de células inflamatdrias crénicas, neutréfilos no epitélio, abcesso
de cripta, deplecdo de mucina e ulceragdes na superficie. Além disso, sdo caracteristicas
marcantes da atividade histoldgica: presenga de neutréfilos na lamina propria e no epitélio,
cripitite e abcesso de cripta (VESPA et al., 2022). Em consenso com a literatura, foi observado
em nosso estudo que o grupo RCU apresentou mais alteracdes histologicas, como a presenca
de atividade inflamatéria, aumento de plasmocitos basais, aumento de neutrofilos na ldmina
propria, aumento de neutrofilos no epitélio e mais lesao epitelial em relagdo ao grupo controle.
Portanto, anormalidades microscépicas sao comuns em bidpsias retaisem RCU (RIELY/, 1991).
Uma provavel explicacdo para o maior nimero de alteracdes no grupo RCU se deve ao fato da
resposta inflamatdria frente a inflamacgdo desencadear resposta imediata e adaptativa como a
migracdo dos neutrdfilos para o epitélio e aumento da plasmocitose (RIBEIRO et al.,2016).

A camara de Ussing é uma poderosa ferramenta de estudo para avaliar a integridade
da funcdo de barreira em uma variedade de tecidos epiteliais como esdfago (SILVA, 2020),
laringe (SALES et al., 2020), intestino (DA COSTA et al., 2020) entre outros por meio do
registro da RETE (ABDULNOUR-NAKHOUL, 2020; USSING; ZERAHN, 1951). Nesse
sentido, um dos epitélios mais estudados é o intestino (CLARKE, 2009; DA COSTA et al.,
2020; VANHELL et al., 2013).

No presente estudo, foi observada uma reducdo na RETE Basal, comprovando a
acao deletéria da inflamagéo na integridade do epitélio retal. Tal efeito também foi verificado
em outros estudos do nosso grupo de pesquisa (DA COSTA et al., 2020). A queda da RET pode
ser explicada devido ao dano da barreira do epitélio intestinal por ocasido da inflamacdo em

pacientes com RCU (MARTINI et al., 2017). Além disso, 0 aumento da permeabilidade da
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mucosa agrava 0s sintomas intestinais e prejudica a cicatrizacdo da mucosa nesses pacientes
(CHANG et al., 2017). Porém, ainda ndo esta claro se esse aumento da permeabilidade ¢ um
dos determinantes da doenca ou uma consequéncia da inflamacao da mucosa (TOEDTER et
al., 2012). De acordo com Toedter e colaboradores (2012), alteracbes da barreira observadas
em pacientes com RCU apresentaram aumento da expressdo de TNFa associado ao aumento
de expresséo de claudina-2 e reducédo da claudina-8, componentes das TJ que estéo relacionadas
a diminuicdo da permeabilidade intestinal (ZEISSIG et al., 2007).

Ao se evidenciar a reducdo da RET na mucosa retal, buscou-se compreender, nos
dois grupos, se o dano estava associado & inflamagdo macroscdpica através da analise da
correlagé@o entre esses escores. Assim, 0 presente estudo mostrou, pela primeira vez, que a
RETE se correlacionou negativamente a inflamacéo macroscopica na RCU, confirmando que
0 dano epitelial intestinal cursa com a inflamacéo tecidual; porém, é necessario esclarecer o
mecanismo pelo qual ocorre essa associacdo - quebra da barreira epitelial e inflamacéo
macroscopica.

O presente estudo observou ainda que os achados histolégicos de epitélio retal de
pacientes com RCU, avaliado segundo os escores de Geboes, apresentaram uma correlacédo
negativa com a integridade da mucosa. Sabe-se que a cicatrizagdo da mucosa € considerada de
suma importancia no tratamento da RCU, e que evidéncias sugerem que, além da cicatrizacao
macroscopica, a remissao histologica representa um potencial novo alvo no tratamento, com
resultados melhores nos tratamentos da doenca a longo prazo (DAL BUONO et al., 2020).
Estudos recentes tém sugerido também que achados endoscopicos nem sempre sdo consistentes
com a atividade histoldgica, e tendem a subestimar a profundidade do dano a mucosa (KIM et
al., 2016), visto que a remissao histoldgica ocorre posteriormente a remissdo endoscopica (DAL
BUONO et al, 2020). Além disso, varios estudos demonstram que a cicatriza¢do histolégica
pode estar associada a melhores desfechos clinicos (MAZZUOLI et al. 2013).

VANHELL (2013) mostrou em seu estudo que pacientes com dispepsia funcional
apresentam menor RETE e aumento de eosindfilos na mucosa duodenal, em comparagdo com
o controle saudavel. Estudos avaliando mucosa esofagica de modelo de esofagite de refluxo
mostram a presenca de células inflamatorias (linfocitos) e aumento de citocinas pro-
inflamatdrias (SOUZA et al., 2009). Além disso, estudos com ceélulas epiteliais humanas
sugeriram que o refluxo pode estimular a producéo de citocinas pro-inflamatorias (estimuladas
pelo TNFa), que levam a danos na mucosa, através do recrutamento de células inflamatorias
(YOSHIDA et al, 2006). Esses fatos sugerem que possivelmente existe uma associagdo entre

0 mecanismo inflamatorio e comprometimento da mucosa epitelial.
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Foi evidenciado no presente estudo que o indice de Robarts ndo apresentou
correlacdo com a integridade da mucosa. Uma provavel explicacdo para esse fato é que o indice
de Robarts pode néo apresentar diferenca significativa, quando se comparam grupos com menos
de 15 a 20 individuos cada (MOSLI et al., 2017b). A fim de compreender o poder de diagnéstico
dos escores histologicos frente a esses resultados, foi feita a correlacdo dos dois indices
histoldgicos. A anélise mostrou que o indice de Geboes se correlacionou significativamente
com o indice de Robarts. Em estudo prospectivo, foi observado gue o escore de Geboes mostrou
correlacgdo significativa com o indice de Robarts (SHAH et al., 2019).

Por fim, foram consideradas, como limitacdo para o presente estudo, o tamanho

amostral e a variabilidade dos critérios histolégicos utilizados.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados, e diante da discussdo deles decorrente, é
possivel concluir que:

a) A avaliagdo da RETE demonstrou que os pacientes com RCU tém menor
RETE basal que os pacientes sem RCU (grupo controle);

b) Os pacientes com RCU apresentam maior comprometimento da barreira
epitelial retal, quando comparados com o0s pacientes saudaveis;

c) Os pacientes com RCU apresentaram maiores danos inflamatérios
macroscopicos e microscopicos;

d) Os pacientes com RCU que apresentavam menor RETE basal evidenciavam

maiores indices inflamatdrios macroscépicos e microscopicos.
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APENDICE A - FORMULARIO DE COLETA DE DADOS

QUESTIONARIO DE COLETA DE DADOS

CASO( ) CONTROLE( )

NOME: PRONTUARIO:
DATA:__/__/__ IDADE: SEXO:( )F ( )M
PROFISSAQO: Peso: Alt.:

MUNICIPIO DE ORIGEM:

DATA DO DIAGNOSTICO:

INICIO DOS SINTOMAS: TEMPO QUE LEVOU P/ PROCURAR O
MEDICO: TEMPO QUE LEVOU P/ REALIZAR
COLONOSCOPIA:

TEM COLONOSCOPIA ANTERIOR? QUANDO? AONDE? RESULTADO?

INDICE DE MAYO: ()0 ()1 ()2 ()3

TRATAMENTOS ANTERIORES, DURACAO E RESPOSTA AO TRATAMENTO:
Medicamentos nos Ultimos 30 dias SIM NAO

AINEs

Anticoncepcionais

Antibidticos

Corticéides

Imunobioldgicos
TEM ALGUMA OUTRA DOENCA? SIM( ) NAO( )
Qual(is)?:
PERDA DE PESO INVOLUNTARIA: SIM( ) NAO( )
QUANTOTEMPO: <1MES( ) >1MES( ) 2-3MESES( )
FAZ USO DE MEDICAGCOES? SIM( ) NAO( )

Qual(is)?:
CIRURGIA INTESTINAL PREVIA?SIM ( )NAO( )
Qual(is)?:
FUMANTE?SIM ( )NAO( ) No DE CIG/DIA:
CONSOME BEBIDA ALCOOLICA:SIM( )NAO( )
HISTORIA DE DIl NA FAMILIA: SIM () NAO ()
PAI/MAE( ) IRMAOS( ) TIOS/SOBRINHOS/PRIMOS( )
SINTOMAS:

DIARREIA SIM( ) NAO( )

CONSTIPACAO SIM () NAO( )




MUCO NAS FEZESSIM () NAO( )
SANGUE NAS FEZES SIM () NAO( )
VOMITO SIM( ) NAO( )
NAUSEASSIM ( ) NAO( )
PERDADEPESO SIM( ) NAO( )
FEBRE SIM( ) NAO( )

DISTURBIOS INTESTINAIS FUNCIONAIS
C1. Sindrome do intestino irritavel

Os critérios diagndsticos devem incluir todos os itens a seguir:

1. Dor abdominal:

NAO ( )SIM( )

() 1 vez ao dia nos ultimos 3 meses

() mais de 1 vez ao dia nos ultimos 3 meses

2. A dor melhora com a defecacdo?

NAO ( )SIM( )

3. O inicio da dor esta associado com mudanca na frequéncia das evacuacdes?
NAO ( )SIM( )

4. O inicio da dor esta associado com mudanca no formato (aparéncia) das fezes?
NAO ( )SIM( )

Pedacos separados,
duros como amendoim

. Forma de salsicha,
() Tipo 02

mas segmentada

() Tipo 03 -Formq de salsicha, mas

com fendas na superficie

() Tipo 04 ‘ Forma de salsicha ou

cobra, lisa e mole

() TipoOl... :.

. - & Pedacos moles,
() 1t “> w8 g5 contornos nitidos

() ) ~ Pedacos aerados,
Tipo 06 contornos esgarcados
Aquosa,
( ) |Tipoo07 — sem pecgas solidos

Escala de Bristol (MARTINEZ; DE AZEVEDO, 2012)

5. 2. A dor esta associada com dois ou mais sintomas citados acima nos itens 2, 3 e 4?

NAO( )SIM( )
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ATENCAO: Critérios preenchidos nos Gltimos 3 meses com inicio dos sintomas pelo menos 6

meses antes do diagnostico.

Recomenda-se que, para uma pessoa possa participar e ser incluida nos protocolos de pesquisas
de fisiopatologia e em estudos clinicos, tenha frequéncia de dor de ao menos 2 dias por semana

durante o periodo de avaliacéo.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito protetor e produtos naturais na barreira epitelial coldnica de pacientes com
retncolite Weerativa.

Pesquisador: AMA KATIA MOURA LOPES

Area Tematica:

Vers3ao: 2

CAAE: 0419358158.3.0000.5045

Instituigdo Proponente: Hospital Universitano Walter Canfidio/ Unversidade Federal do

Patrocinador Principal: Financiamento Progeio

DADOS O PARECER
Mirmero do Parecer: 3245 458

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um projeto desenvolvico por AMA KATIA MOURA LOPES. nutricionista, em conjunto com o Dr.
Marcellus Henrique Loiola Ponte de Souza. A Retocolite ulcerativa & uma condigdo inflamatdria crinica que
causa inflamagdo continua da mucosa do colon. Afeta o reto & uma vardvel extensdo do colon de forma
continua, & & caracterizada por periodos recidivantes e remitentes. O processo inflamatdnio recorments &
resultado da conjugagdo de fatores relacionados a0 contelido do canal aimentar (antigenos bacterianos
efou alimentares & aumento na permeabilidade nfestinal a esses produtos e da alteragdo na resposta
imunologica da mucosa, geneticamente predisposta. Estudos mostram que a ativagdo do sistema imune
liberam mediadores inflamatonios que awmentam a permeabilidade e alteram a resisténcia da membrana do
epitélio intestinal, além disso, as cshulas imune da mucosa intestinal desempenham um papel mportante da
patogEnese da retocolite ulcerativa. Assim, entender o mecanismo dessa resposta, que ocasiona a mibigao
desses mediadores poderia ser um adjuvants ou uma nova terapéutica no frataments. Atualments as
terapias farmacologicas wilizadas tem efeitos adversos e tambem nao sao responsivas a alguns pacientes.
Movas

terapias como fontes naturais para potencializar ou substituir a agde dos farmacos utlizados tem sido
estudados. Messe sentido, o uso do polimers extraide do caule do cajueiro demonstrou efeito protetor 2
antiinflamatéric da mucosa esofagica em modelo animal de refluxo gastroesofagico & em pacientes
portadores de refluxe gastrescfagico ndo enosivo, formando wm biofilme &
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reduzindo a permeabiidade do tecido. Assim,

o presente estude propde avaliar alteragdes da permeabfidade e resisténcia ransepitelial de biopsias de
pacientes com retocolite ulcerativa = testar o efeito da goma do cajueino sobre esses parametros epitelizis.
Diante disso. a hipotese

do presente estudo & que pacientss com retocolite ulcerativa apresentem prejuizo da permeabilidade 2
resisténcia epiteliais e que produtos naturais como 3 goma do cajueiro desempenhem agdo protetora e
antinflamatoria. Para testar essa hipdtese utilizaremos a camara de Ussing em bidpsias humanas da regiso
coldnica.

Serao seleconados 20 pacientes que ser3o divididos em 2 grupes. O primeire grupo sera formado por 10
volurtarios sadios (sem queixas de sintomas e doenca crinica e

inflamataria) & sera denominado grupo controle. O segunda grapo sera composte par 10 voluntarios com
diagnéstice de retocolite ulcerativa. Os veluntanios serdo selecionados no servico de gastroenterologia do
HUWC-UFC. Os pacientes serao submetidos ao

procadimento colonoscapio realizado sob sedagio onde sera realizado a biopsia para as andlises.

Objetivo da Pesquisa:

Objetive Prmario:

« Avaliar o comprometmento da barreira epitelial coldnica em pacientes portadores de retocolite ulcerativa e
o efeito profetor de produtos naturais.

Objetive Secundario:

« Investigar os efeitos de agonistas sobre a resisténcia elétfrica transepitelial (RETE) e permeabifidade em
bidpsias de pacientes com retocolite ulcerativa;

» Awaliar os efeiins de produtos naturais na protec3o da bameira epitelial coldnica em bidpsia com pacientes
com retocolibe;

» Estudar por micnoscopia dtiea e eletrinica de transmiss3o, as alteragdes nos espacos imtercelulares em
bidpsias de pacientes com retocolite wleerativa;

Dieterminar por PCR quantitativo & westemn blot, 3 expressao daudina-1 e -4, oduding e zénula de ochus3o
1 {Z0-1) em biopsias de pacientes com RCUI.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

RISCOE:

Estes exames de colonoscopia tm um risco muits baixe de complicagdo como sangramento leve, distens3o
abdominal cu dor. Tais efeitos 3o mros e quando ocomem 3o

minimizados pelo uso de anestésicns, que reduzem o desconforto durante o exame. As

Endorego:  Rus Capllo Francisoo Pedm, 1230
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bidpsias intestingis se ass0ciam a um baixno risco de sangramento nao oferecendo nenhurm

outro desconforto adicional. Durante o exame ofa) senhor(a) sera acompanhado pela equipe médica e de
pesquisa. Caso acontega algum desses riscos, o paciente sera avaliado e acompanhado pelo médico. Apos
o exame ofa) senhor(a) ficara em obsenvagdo na sala de recuperagao do setor de endoscopia do HUWC. O
meédico responsavel pelo exame avaliard ofa) senhor(a) antes & apos o procedimento e se necessario,
podera intervir com algum medicamento ou procedimento. A pesquisadora acompanhara o paciente durants

todo o procedimento e deixara seu contato teleftnico com o mesme ou familiares para
esclanscimento de eventusis dividas.
BEMEFICIOS: Existe a possibdidade de que, a partir deste estudo. ocoma o

dessnwolvimento de produlos naturais com efeito protetor gue sineam de tratamente para

pacientes com retocolite ulcerativa. Os produtos naturais podem vir a ser utlizados como anti-nflamatanios e

como terapia complermentar na retocolite ulcerativa

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
pesquisa mieressante, factivel de ser realizada
Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
s seguintes documentos foram emviados:

- Carta resposta ac CEP

- Anuéncia dio Senigo

- Cronograma

- Folha de rosio

- Concordancia

- Droamento

- TCLE {dos dois grupes - contro e tesie)

- Informiacdes basicas

- Projeto

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Todas as pendéncias foram esclarecidas e adequadas conforme a resolugo 468/2012.

Pesquisa sem obices aticos
Consideragdes Finais a eritério do CEP:
Apresentar relatdrio apos o térming do estudo.

Emderego:  Fua Capilo Franclsoo Fedm, 1230

Balro: FodofoTedho CEP. gD4-3ITO
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

o ™

Tipo Documento Arquivo Fostagem Autor Siuagao
Infoemagtes Basicas|PE_INFORMACUES_BASICAS DO F [ ZV02EE Ac=io
do Projeto ROJETD 1256413 pdf 20:03:24

Detalhade 7 [Projeto.pdf ITIAE [ANAFATIAMOURAT Acsiio
Brochura 20:02:34 | LOPES
Cuutros Cartaresposta. docx ITN22018 |ANA EATIAMOURA | Acsito
18:30:40 | LOPES
TCLE | Termos de | TCLEsstudo. pdf ITN22018 | ANA KATIAMOURA | Acsito
Aszentmento | 18:38:28 | LOPES
Justificativa de
| AursEncia _ i
TCLE/ Termos de | TCLEcontrole. pdf ATN201E | ANA FATIAMOURA | Acsito
Aszentmento [ 18:38:02 | LOPES
Justificativa de
AursEncia
Crpaments orcarmento.pdf TETTEAAE [ANAFATIAMOURA] Aceito
18:08:58 | LOPES
Cedaracac de CONCONGancia pd TET1Z07E [ANAFATIAMOURA| Acsito
%um 18:58:57 | LOPES
aragac de AutcnzZacan pot TEM12078 [ANA EATIA MOURA | Acsito
Instituigan e 18:58:10 | LOPES
HnFaesintura
Cronograma Cronograma.pdf 18112018 |AMA FATIAMOURA | Acsito
18:51:256 |LOPES
Folha de Rosto fiodhaderostopd 181172018 | ANA KATIAMOURA | Acsito
184401 |LOPES
Situagao do Parecer:
Aprowado
Mecessita Apreciagao da CONEP:
Mao

FORTALEZA, (4 de Abril de 2010

Assinado por:
Maria de Fatima de Souza
{Coordenadorial}

Emderego:  Fua Capilo Franclsoo Pedro, 1250

Babro: RodooTeomo
UF: CE
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ANEXO B - ARTIGO SUBMETIDO A PUBLICACAO

Epithelial barrier impairment and inflammatory damage in ulcerative colitis

ABSTRACT

Background: Mucosal barrier dysfunction is recognized as a pathogenic factor in
ulcerative colitis (UC), and it plays a prominent role in the initiation and progression of
the disease. In clinical practices, colonic inflammation associated with UC can be
measure by endoscopy and histopathology. The aim of the present study was to
assess whether there is a relationship between the impairment of the rectum epithelial
barrier and inflammatory damage in patients with UC.

Methods: We evaluated 10 patients with active ulcerative colitis (Mayo endoscopic
score > 1) and 14 control subjects (submitted colonoscopy for colon cancer screening).
During the colonoscopy, macroscopic inflammation was evaluated based on the Mayo
endoscopic score, and biopsy samples of the rectum were removed to measure
microscopic inflammation (Geboes and Robarts scores) and epithelial barrier function
(transepithelial electrical resistance).

Results: The colitis group had more endoscopy and microscopic inflammatory
damage as compared with the control group. The transepithelial electrical resistance
in the rectum was significantly lower (p < 0.05) in patients with active UC when
compared with the control group. There is a significantly negative (p < 0.05) correlation
between endoscopic inflammation and microscopic damage based on the Geboes
scores with transepithelial electrical resistance in the rectum.

Conclusions: There are negative correlations between mucosal integrity and

inflammatory damage in patients with UC. Further studies are required to assess
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whether treatment-induced mucosal tissue healing could reverse the damage to the
epithelial barrier, providing a potential new therapeutic target for patients with UC.

Keywords: Mucosal integrity; Inflammation; Ulcerative colitis.

Introduction:

Ulcerative colitis (UC) is a chronic inflammatory disease that causes continuous
inflammation of the colonic mucosa, affecting the rectum, and is characterized by
periods of remission and recurrence.! The most common symptoms include diarrhea,
abdominal cramps, and rectal bleeding.? UC affects both sexes in a similar way, being
more common in late adolescence and early adulthood, with a peak incidence in those
aged 50 years or above.* The incidence of UC has been increasing, and is highest in
Europe. Furthermore, the incidence of UC has been emerging in countries such as
China, India, South Korea, Lebanon, Iran, Thailand, Antilles, and North Africa
according to industrialization and westernization in these areas.® In Brazil, UC affects
mainly people under 40 years of age, mestizos, or those from a low-income
background in northeastern Brazil.®

The precise etiology of UC remains unknown;’ its pathogenesis involves an
interaction between genetic susceptibility, environmental factors, host microbiome,
and immune dysregulation.® Disease activity is established by clinical, endoscopic,
laboratory, imaging, and histopathological parameters.®® Mucosal healing is
associated with clinical remission, and mucosal barrier dysfunction is recognized as a
pathogenic factor of UC and plays an important role in disease prognosis.t! In this
context, the indication of appropriate treatment may be influenced by the evaluation of

endoscopic activity and, histological scores.'?13
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Different methods are used to assess macroscopic and microscopic
inflammation. Being the Mayo criteria the most used to evaluate macroscopic
inflammation.'* Mucosal healing is defined as the absence of friability, erosions and
ulcers in all visualized segments of the intestinal mucosa.*® Regarding histology, the
most used criteria for validated clinical studies are the Geboes and Robarts.®¢ In these
microscopic parameters, changes in the architecture of the crypt, presence of cryptitis,
location of neutrophils in the lamina propria and epithelium, and erosion are observed.
Histological UC disease activity has been associated with recurrence, colectomy, and
colorectal cancer.®

The integrity of the mucosa can be evaluated using the methods of permeability
and transepithelial electrical resistance (TEER). Epithelial resistance acts as a model
of functional assessment of mucosal integrity in the colon and other tissues. In a
previous study by our research group on gastroesophageal reflux disease, we
demonstrated, in both murine and humans models, using esophageal mucosa
biopsies, that the epithelial barrier plays an important role in the pathogenesis of
inflammation.” Since the impairment of the colonic epithelial barrier plays an important
role in the pathogenesis of UC,8-20 it becomes important to assess the integrity of the
barrier. Moreover, few studies have evaluated the relationship between mucosal
integrity and clinical methods for evaluating histological and endoscopic inflammation,
making available information on this topic scarce.

Therefore, this study, aimed to assess whether there is a relationship between
rectal epithelial barrier damage and inflammatory damage, correlated with

macroscopic and microscopic inflammation in patients with UC.

Methods:
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Study population
Patients from the Digestive Endoscopy Service of the Walter Cantidio University
Hospital of the Federal University of Ceara (HUWC-UFC) undergoing colonoscopy
were invited to participate in the study. We selected 24 patients and divided them into
two groups. The first group consisted of 14 healthy volunteers without chronic and
inflammatory bowel disease, who underwent colonoscopy for colorectal cancer
screening, which was called the control group. The second group, in turn, is composed
of 10 volunteers diagnosed with active UC. The study was approved by the local ethics
committee. All eligible and consenting patients were invited to participate in the study
according to the Declaration of Helsinki.
Experimental protocol

During the colonoscopy procedure, an experienced, blinded gastroenterologist
applied the Mayo endoscopic scores, which is a method used as a classification tool
for UC activity. This endoscopic score ranges from zero (normal mucosa) to three
(severely active UC).2! After classification of the score endoscopic Mayo, five rectal
biopsies from each patient were taken, 1 of which was placed in a tube containing a
pre-defined volume of 4% neutral buffered formalin, and was sent for histological
analysis ;while the remaining 4 biopsies were transported in Krebs solution (composed
of 145 mM to NacCl, 0.4 mM to KH2PO4, 1.6 mM de K2ZHPO4, 5 mM de glucose, 1 mM
de MgCI2 and 1.2 mM de CaCl2, with a pH of 7.4),?20n ice, to the Gastrointestinal

Physio-Pharmacology Studies Laboratory for assessment of baseline transepithelial

electrical resistance (TEER) in the Ussing chamber.

Evaluation of microscopic injury scores

For each biopsy received at the pathology laboratory, a paraffin block was
prepared, and a corresponding slide was stained with hematoxylin-eosin. Once
prepared, the slides were analyzed by an experienced and blinded pathologist, and
microscopic scores were assigned according to the degree of lesions found, with two

different analyses: one following the simplified Geboes criterial® and the other the
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Robarts criteria,?® both the criteria drew comparisons between the  control and UC
groups. Then, the Geboes and Robarts scores of the control group were compared
with the UC group, and the correlation between the scores of these two microscopic

score models was performed.

Evaluation of epithelial barrier function

After identifying the luminal and serous sides of the biopsies, with the aid of a
stereoscopic magnifying glass, they were mounted in Ussing chambers (Mussler
Scientific Instruments, Aachen, Germany) with an exposure area of 0.017cm?2. Krebs
Buffer was then added (3.5 ml/half-chamber), which was kept aerated with a carbogenic
mixture (95% O2 and 5% COz2) at a constant temperature of 37°C.??

The TER was calculated based on the Ohm's law, according to the methodology
described by Tobey et al. (2004).24 After 30 minutes, the electrical system was stable,
and it was possible to identify the baseline TEER, represented by Q x cm2. The mean
baseline TEER of the four biopsies from each patient was considered the baseline
TEER of that patient. We analyzed the baseline TER of the control group versus the
UC group, and the correlation between endoscopic MAYO scores and baseline TER,
as well as correlations between Geboes scores and baseline TER, and between

Robarts scores and baseline TER.

Statistical analysis
The Shapiro Wilk test was performed to verify the normality of the samples. For
non-parametric data, the Mann-Whitney tests were used. Spearman's test was used

to verify the non-parametric correlation. To compare the categorical variables, the Chi-
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square test was used. For parametric data, Student's t test was used. Data were
expressed as mean * standard error of the mean (SEM). A p value of < 0.05 was

considered significant.

Results:

In total, we enrolled 24 participants, of which, 10 were patients with UC and 14
were healthy controls. Those in the UC group were younger in comparison with
controls (35 = 7.7 versus 49.9 + 14.7 years, p=0.004). The gender distribution was
similar across both groups, and the UC group predominantly comprised females
(90%). Moreover, the body mass index levels, smoking, and family history of
inflammatory bowel disease had no statistical significance with the presence of UC.

The Mayo, Geboes, and Robarts scores were evaluated, and associated with
the presence of UC. The evaluation of Mayo scores among the studied groups
showed that UC groups had significantly higher Mayo scores in comparison with the
control group (median = 2.5 [IQR: 2.0-3.0] vs 0 [0-0], p<0.001) (Figure 1).

Regarding the Geboes analysis, the UC group presented more histological
changes with statistical significance for all parameters, such as the presence of
inflammatory activity, increased basal plasma cells (p=0.011), increased neutrophils in
lamina propria (p=0.001), increased neutrophils in epithelium (p=0.003), and higher
prevalence of epithelial injury (p=0.003) in comparison with the control group (Table
1).

In the Robarts analysis as well, patients in the UC group had more frequent
abnormalities, such as increased chronic inflammation infiltrate (p=0.012), increased

neutrophils in lamina propria (p=0.003), increased neutrophils in epithelium (p=0.003)
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and more erosion or ulceration (p=0.004), as compared with the control group (Table
2).

The same effect observed with Mayo score (Figure 1) occurred with Geboes
and Robarts scores as a quantitative data, where the UC group had elevated levels of
Geboes score (4.3 2.2 —4.3] vs 0 [0 — 0], p<0.001) and Robarts score (12 [1 — 18] vs
1[1 - 1], p=0.003), in comparison with the control group (Figure 2).

Furthermore, the Robarts score had an important positive correlation with the
Geboes score (rho= 0.826, p<0.001) (Figure 3).

The UC group also had a decreased TEER than the control group (24 + 5.6 vs
36 + 15 Q *cm 2, p=0.010) (Figure 4).

In the correlations analysis of total group, TEER had a significant inverse
correlation with Mayo scores (rho= -0.487, p=0.016) and with Geboes score (rho= -
0.577, p=0.003) (Figures 5 and 6A, respectively). However, no statistical significance
was observed in the correlation between TEER and Robarts score (rho= -0.232,

p=0.276) (Figure 6B).

DISCUSSION

In the present study, we demonstrated the importance of different methods to
evaluate the association between mucosal integrity and colonic inflammation in
patients with UC. TEER in the rectal mucosa was significantly lower in patients with
active UC as compared to the control group. A negative correlation was observed
between endoscopic inflammation and microscopic inflammation, with TEER in the
rectum; however, this correlation was not observed in the Robarts index. These

evaluations are essential to monitor disease activity and define the most appropriate
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treatment in UC patients, and to assess whether mucosal healing may reverse
inflammatory damage.

In the present study, patients with UC were younger in comparison to the control
group, corroborating with the literature, which describes the highest incidence of UC
among individuals aged between 15 and 30 years.* In Brazil, Parente et al. (2015)

demonstrated the predominance of UC in individuals under 40 years of age, mestizos,

or belonging to low-income backgrounds in northeastern Brazil.® The control group

consisted of patients undergoing screening for rectal colon cancer (RCC):

therefore, the control group comprised individuals who were older because older

age (= 50 years) is a risk factor for RCC.

Moreover, in the present study, patients with UC had significantly higher Mayo,
Geboes, and Robarts histological indexes as compared to the control group. There is
no gold standard consensus for the diagnosis of UC. the diagnosis is established by
clinical, endoscopic, laboratory, and histopathological parameters.’® In the past,
disease activity has been evaluated using symptoms and endoscopic results.?® Studies
showed that endoscopic and histological inflammatory indexes were significantly
higher in patients with active UC as compared to inflammatory findings in inactive
disease.?® Mucosal damage in active UC patients is characterized by chronic
inflammatory cell infiltrate, crypt abscess, mucin depletion, and surface ulcerations.
Therefore, microscopic abnormalities are common in rectal biopsies of patients with
UC.%¢

In this present study, a decreased basal TEER was observed in UC patients,
indicating the deleterious effect of inflammation on the integrity of the colonic tissue,

as verified in previous studies performed by our team in animal experiments. A
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decreased TEER can be explained by the fact that the intestinal epithelial barrier is
easily interrupted during intestinal inflammation in UC patients.?”?8 Furthermore,
increased mucosal permeability aggravates intestinal symptoms and impairs mucosal
healing in these patients. Hence, the TEER measurement may be an important tool for
functional assessment of mucosal integrity.

Moreover, correlation analysis in this present study showed that TEER was
inversely correlated with macroscopic inflammation in both groups. We hypothesized
that inflammation can lead to greater damage to the integrity of the rectal mucosa. To
our knowledge, no similar studies evaluated these associations in UC patients. Recent
studies have suggested that endoscopic findings are not always consistent with
histological activity and tend to underestimate the depth of mucosal damage. In
addition, several studies demonstrate that histological healing may be associated with
better clinical outcomes.'*?° On the other hand, in our study, endoscopic and
histological findings had a positive correlation with the integrity of the mucosa, with an
exception of the Robarts index, which correlated positively with the Geboes score,
when analyzing the total group, but did not show a correlation with the integrity of the
mucosa.

We consider the sample size and the variability of the histological criteria used
as a limitation of this study. Larger samples may perhaps reveal other significant
correlations. The Robarts index may not show a significant difference when comparing
groups with less than 15 to 20 individuals each.®

In conclusion, a negative correlation was found between mucosal integrity and
inflammatory damage in UC patients. More studies are required to assess whether
treatment-induced mucosal tissue healing can reverse damage in the epithelial barrier,

providing a potential novel therapeutic target in UC patients.
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Figure Legends

Figure 1. Comparison of the Mayo scores between the control group and the ulcerative

colitis group. Bars represent the median and interquartile ranges. The Mann-Whitney

U test was performed for obtaining p values.

UC: ulcerative colitis.
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Figure 2. Comparison of the Geboes (A) and Robarts (B) scores between the control group
and the ulcerative colitis group. Individuals values are presented with the median and
interquartile ranges. The Mann-Whitney U test was performed for obtaining p-values.

UC, ulcerative colitis.

Figure 3. Correlation analysis between the Robarts and Geboes score in the total
group. Spearman's nonparametric correlation with their respective rho coefficients was
performed for statistical analysis. Correlations with p<0.05 were considered statistically

significant.

Figure 4. Comparison of the mean basal resistance between the controls and
ulcerative colitis group. Results are expressed as mean + SEM and were analyzed by
Student's t test. *p<0.05.

TEER, Transepithelial electrical resistance; UC, ulcerative colitis.

Figure 5. Correlations between the Mayo score with mean baseline resistance in the
total group. Spearman's nonparametric correlation with their respective rho coefficients
was performed. Correlations with p<0.05 were considered statistically significant.

TEER, Transepithelial electrical resistance.

Figure 6. Correlations between Geboes (A) and Robarts (B) score with mean baseline
resistance in the total group. Spearman's nonparametric correlation with their
respective rho coefficients was used. Correlations with p<0.05 were considered

statistically significant. TEER: Transepithelial electrical resistance



Table 1. Comparison of abnormalities in the Geboes analysis between the control

and ulcerative colitis groups

Groups
Geboes analysis Control UC (n=10) p*
(n=14)
No inflammatory activity 0.001
No abnormalities 14 (100) 2 (20)
Presence of architectural changes 0 (0) 2 (20)
Prese_nce of architectural _chgnges and 0(0) 6 (60)
chronic mononuclear cell infiltrate
Basal plasma cells 0.011
No increase 14 (100) 5 (50)
Mild increase 0 (0) 3 (30)
Marked increase 0 (0) 2 (20)
Eosinophils in lamina propria 0.001
No increase 14 (100) 0 (0)
Mild increase 0 (0) 9 (90)
Marked increase 0 (0) 1 (10)
Neutrophils in lamina propria 0.001
No increase 14 (100) 3 (30)
Mild increase 0 (0) 6 (60)
Marked increase 0 (0) 1 (10)
Neutrophils in epithelium 0.003
None 14 (100) 3 (30)
< 50% crypts involved 0 (0) 6 (60)
> 50% crypts involved 0 (0) 1(10)
Ep_ithel_ial injury (in crypt and surface 0.003
epithelium)
None 14 (100) 3 (30)
Prob_able crypt destruction: probable 0(0) 2 (20)
erosions
Unequivocal crypt destruction: 0(0) 3 (30)

unequivocal erosion
Ulcer or granulation tissue 0 (0) 2 (20)
Data expressed as absolute counts and percentages in parentheses.

*The Chi-square test was used. UC: ulcerative colitis.



Table 2. Comparison of abnormalities in the Robarts analysis between the control

and ulcerative colitis groups

Groups
Robarts analysis Control UC (n=10) p*
(n=14)
Chronic inflammatory infiltrate 0.012
Mild but unequivocal increase 14 (100) 5 (50)
Moderate increase 0 (0) 3 (30)
Marked increase 0 (0) 2 (20)
Neutrophils in lamina propria 0.003
None 14 (100) 3 (30)
Mild but unequivocal increase 0 (0) 3 (30)
Moderate increase 0 (0) 3 (30)
Marked increase 0 (0) 1 (10)
Neutrophils in epithelium 0.003
None 14 (100) 3 (30)
< 5% crypts involved 0 (0) 4 (40)
< 50% crypts involved 0 (0) 1 (10)
>50% crypts involved 0 (0) 2 (20)
Erosion or ulceration 0.004
I\_Io erosion, ulceration or granulation 14 (100) 4 (40)
tissue
_Recoverln_g epithelium+adjacente 0(0) 4 (40)
inflammation
Ulcero or granulation tissue 0 (0) 2 (20)

Data expressed as absolute counts and percentages in parentheses.

*The Chi-square test was used. UC: ulcerative colitis.
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Intestinal Research (Intest Res) is the official journal of Asian
Organization for Crohn’s and Colitis (AOCC) and the joint
publication of Chinese Society of IBD (CSIBD), Japanese Soci-
ety for IBD (JSIBD), Korean Association for the Study of Intes-
tinal Diseases (KASID), Taiwan Society of IBD (TSIBD) and
Colitis and Crohn's Foundation (India) (CCE India).

‘The aim of the journal is to provide broad and in-depth anal-
ysis of small and large intestinal discases, especially inflam-
matory bowel disease, and to serve as an important medium
for the dissemination of state-of-the-art articles on those dis-
eases in the Asia-Pacific region and beyond. In particular, we
are interested in studies that highlight the characteristics of in-
flammatory bowel disease especially in the Asian population.

As ajournal specialized in clinical and translational research
in the lower gastroenterology field, it encompasses multiple
aspects of discases originated from the small and large intes-
tines. 'The journal also seeks to propagate and exchange useful
innovations, both in ideas and in practice, within the research
community. As a mode of scholarly communication, it en-
courages scientitic investigation through the rigorous peer-re-
view system and constitutes a qualified and continual plat-
form for sharing studies of researchers and practitioners. Spe-
cifically, the journal presents up-to-date coverage of medical
researches on the physiology, epidemiology, pathophysiology,
clinical presentations, and therapeutic interventions of the
small and large intestinal diseases. General topics of interest
include inflammatory bowel disease, colon and small intes-
tine cancer or polyp, endoscopy, irritable bowel syndrome
and other motility disorders, infectious enterocolitis, intestinal
tuberculosis, rare small bowel diseases, and so forth.

Manuscripts submitted to Intestinal Research should be pre-
pared according to the following instructions. Intestinal Research
follows the Recommendations for the Conduct, Reporting,
Editing, and Publication of Scholarly Work in Medical Journals
(http:/ /www.icmje.org/icmje-recommendations.pdf) from the
International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE).

- RESEARCH AND PUBLICATION ETHICS

- COPYRIGHTS, LICENSE, DATA SHARING, AND DEPOSIT
POLICY

- MANUSCRIPT PREPARATION

- SUBMISSION AND PEER-REVIEW PROCESS

- FINAL PREPARATION FOR PUBLICATION

- ARTICLE PROCESSING CHARGES

RESEARCH AND PUBLICATION ETHICS

The journal adheres to the guidelines and best practices pub-
lished by professional organizations, including ICMJE Recom-
mendations and the Principles of Transparency and Best Prac-
tice in Scholarly Publishing (joint statement by the Committee
on Publication Ethics, COPE; the Directory of Open Access
Journals; the World Association of Medical Editors; and Open
Access Scholarly Publishers Association; https://doaj.org/best-
practice). Furthermore, the full process of handling research
and publication misconduct should follow the COPE flow-
chart (https://publicationethics.org/resources/flowcharts).

1. Research Ethics
‘The manuscripts with following misconduct or dishonest act
cannot be published either online or in journals.

« Forgery (Fabrication): Record or reporting with making
up data or research results that do not exist.

« Alteration (Falsification): Manipulate research data, equip-
ment, processes, or results intentionally to distort research
contents or results.

« Plagiarism: Using others’ ideas, research process, contents,
and/or results without proper authorization or citation.

2. Originality and Duplicate Publication

Redundant or duplicate publication refers to the publication
of a paper that overlaps substantially with one already pub-
lished. Upon receipt, submitted manuscripts are screened for
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possible plagiarism or duplicate publication using Crossref
Similarity Check. If a paper that might be regarded as dupli-
cate or redundant had already been published in another jour-
nal or submitted for publication, the author should notify the
fact in advance at the time of submission. Under these condi-
tions, any such work should be referred to and referenced in
the new paper. ‘The new manuscript should be submitted to-
gether with copies of the duplicate or redundant material to
the editorial committee. If redundant or duplicate publication
is attempted or occurs without such notification, the submit-
ted manuscript will be rejected immediately. If the editor was
not aware of the violations and of the fact that the article had
already been published, the editor will announce in the jour-
nal that the submitted manuscript had already been published
in a duplicate or redundant manner, without seeking the au-
thor’s explanation or approval.

« Secondary Publication: It is possible to republish manu-
scripts if the manuscripts satisty the conditions for second-
ary publication of the ICMJE Recommendations (http://
wwivicmje.org/icmje-recommendations.pdf).

3. Authorship and Author’s Responsibility

Authorship credit should be based on (1) substantial contri-
butions to conception and design, acquisition of data, and/or
analysis and interpretation of data; (2) drafting the article or
revising it critically for important intellectual content; (3) final
approval of the version to be published; and (4) agreement to
be accountable for all aspects of the work in ensuring that ques-
tions related to the accuracy or integrity of any part of the work
are appropriately investigated and resolved. Lvery author
should meet all of these 4 conditions. After the initial submis-
sion of a manuscript, any changes whatsoever in authorship
(adding author(s), deleting author(s), or re-arranging the or-
der of authors) must be explained by aletter to the editor from
the authors concerned. This letter must be signed by all au-
thors of the paper. Copyright assignment must also be com-
pleted by every author.

« Correction of authorship after publication: Intestinal Re-
search does not correct authorship after publication un-
less a mistake has been made by the editorial staff. Author-
ship may be changed before publication but after submis-
sion when an authorship correction is requested by all of
the authors involved with the manuscript.

« Corresponding author and first author: Intestinal Research
allows co-first authors or co-corresponding authors if cor-
responding author believes that their roles are equally con-

tributed.

« Author’s contribution should be stated according to CRed-
iT (https://casrai.org/credit/) standard. Person who made
genuine contributions, yet not active and sufficient enough
to be co-authors should be stated on Acknowledgments.

4. Statement of Human and Animal Rights

« When reporting experiments on human subjects, the man-
uscript must include a statement of acquirement of in-
formed consent after indicate all possible physical and
psychological damages on subjects and/or their guardians
belore the experiment is conducted, in accordance with
the World Medical Association Declaration of 1lelsinki
(http://www.wmanet).

« In case of clinical research including clinical trial, the man-
uscript must include a statement of approval from Institu-
tional Review Board (IRB) or ethic committee (revised June
2009) and status of informed consent (revised October
2017).

« In case of clinical trial, we recommend register the clinical
trial in public registry site that matches the criteria estab-
lished by ICMJE or WLIO to ensure scientific objectivity
and transparency of study procedure (revised June 2010).

« Author must have obtained informed consent from iden-
tifiable patient, if author plan to include any personal in-
formation including photo, image, illustration and video.
Any information that could have revealed patient's and re-
search subjects’ identities, such as name, initials, ethnicity,
occupation or date of birth, should not appear as much as
possible. Formal consents are waived for the use of entire-
ly anonymized image from which the individual cannot
be identified (revised October 2017).

« When reporting experiments on animals, authors should
describe the measures they have taken to ease pains and
inconvenience to the subjects, and a statement identifying
whether the NTH Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals or Institutional Guide for the Care and Use of Lab-

y, Editorial

oratory Animals was followed. When necessa

Board asks for approval letter issued by Institutional Ani-
mal Care and Use Committee or Animal Ethics Committee.

5. Conflict of Interest

"The author is responsible for disclosing any financial support
or benefit that might atfect the content of the manuscript or
might cause a conflict of interest. When submitting the manu-
script, the author must attach the letter of conflict of interest
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statement. Examples of potential conflicts of interest are fi-
nancial support from or connections to companies, political
pressure from interest groups, and academically related issues.
In particular, all sources of funding applicable to the study should
be explicitly stated.

6. Management Procedures for the Research and Publi-
cation Misconduct

When the journal faces suspected cases of research and publi-
cation misconduct such as duplicate publication, plagiarism,
fraudulent or fabricated data, changes in authorship, undis-
closed contlict of interest, ethical problem with a submitted
manuscript, a reviewer who has appropriated an author’s idea
or data, complaints against editors, and etc, the resolving pro-
cess will follow the flowchart provided by the COPE (https://
publicationethics.org/resources/flowcharts). The discussion
and decision on the suspected cases are done by the editorial
board.

7. Corrections of Errors (revised August 2018)

Intestinal Research will publish corrections as soon as possible
detailing changes from and citing the original publication when
errors are detected. We follow the ICMJT and COPE guidelines
where applicable. An erratum refers to a production error, caused
by the journal. A corrigendum refers to an error made by the
authors. Authors who notice an error should contact the edi-
torial office of the journal.

8. Editorial Responsibilities

The editorial board will continuously work for monitoring/
safeguarding publication ethics: guidelines for retracting arti-
cles; maintenance of the integrity of the academic record; pre-
clusion of business needs from compromising intellectual and
ethical standard; publishing corrections, clarifications, retrac-
tions and apologies when needed; no plagiarism, no fraudu-
lent data. The editorial board checks manuscripts to confirm
the originality of the text through Similarity Check. If the value
of similarity index is unexpectedly high, it will be screened
more precisely on plagiarism or duplicate publication. Editors
are always keeping the following responsibilities: responsibili-
ty and authority to reject/accept article; no conflict of interest
with respect to articles they reject/accept; acceptance of a pa-
per only when reasonably certain; promotion of correction or
retraction publication when errors are found; preservation of
anonymity of the reviewers.

COPYRIGHTS, LICENSE, DATA SHARING,
AND DEPOSIT POLICY

1. Copyright

All published papers become the permanent property of the
Korean Association for the Study of Intestinal Diseases (KA-
SID). Copyrights of all published materials are owned by the
KASID. Permission must be obtained from the KASID for any
commercial use of materials. Every author should sign and
submit the copyright transter agreement forms.

2. License

This is an open-access journal distributed under the terms of
the Creative Commons Attribution Non-commercial license,
which permits unrestricted use, distribution, and reproduc-
tion in any medium, provided the original work is properly cit-
ed for non-commercial purpose. All contents of the journal
are available immediately upon publication without embargo
period.

3. Data Sharing

The Journal encourages data sharing wherever possible, un-
less this is prevented by ethical, privacy, or confidentiality mat-
ters. Authors wishing to do so may deposit their datain a pub-
licly accessible repository and include a link to the DOT within
the text of the manuscript.

« Clinical Trials: Intestinal Research accepts the ICMJE Rec-
ommendations for data sharing statement policy. Authors
may refer to the editorial, “Data Sharing Statements for Clin-
ical Trials: A Requirement of the International Committee
of Medical Journal Editors,” in the Journal of Korean Medi-

al Science (https://doi.org/10.3316/jkms.2017.32.7.1051).

4. Archiving Policy

‘The full text of Intestinal Research has been archived in PubMed
Central (https://www.ncbinlm.nih.gov/pme/journals/2608/),
National Library of Korea (https:/ /www.nlgokr/) from the first
issue of Volume 12, 2014. According to the deposit policy (sell-
archiving policy) of Sherpa/Romeo (http://www.sherpa.ac.
uk/), authors cannot archive pre-print (i.c., pre-refereeing), but
they can archive post-print (i.e, final draft post-referecing). Au-
thors can archive publisher’s version/PDL! Intestinal Research
provides the electronic backup and preservation of access to
the journal content in the event the journal is no longer pub-
lished by archiving in PubMed Central and National Library of
Korea.
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MANUSCRIPT PREPARATION

1. General Principles
« MS Word (.doc) should be used for manuscripts. The man-
uscripts must be written with double-spacing and 3 ecm
margins on A4 sized format.

The pages of manuscripts must be numbered consecu-
tively, beginning on the abstract and located at the center
of the footer.

Manuscripts should be written in English. Medical termi-
nology should be followed by the recent terminology book.
Lor abbreviations, authors can refer to the “Common Ab-
breviations and Acronyms” provided by the journal. Other
abbreviations, which are not listed on it, must be defined
at the first mention in the text using parentheses. Abbrevi-
ations should be used in case that they appear in the text
at least 3 times. Do not use abbreviation(s) in the title. It is
helpfulif a separate listis provided of any abbreviations.

When the use of reagents or devices is reported in the text,
the name of manufacturer, city, state, and country should
be indicated.

‘The use of the International System of Units (SI) is encour-
aged.

'Ihe text of original articles is organized in the following or-
der; title page, abstract, introduction, methods, results, dis-

cussion, acknowledgments, references, figure legends, and
tables.

2. Adherence to Reporting Guidelines

For specific study designs, such as randomized control stud-
ies, studies of diagnostic accuracy, meta-analyses, observation-
al studies, and nonrandomized studies, authors are encour-
aged to also consult the reporting guidelines relevant to their
specific research design. A good source of reporting guidelines
is the EQUATOR Network (https://www.equator-network.org/)
and the NLM (https://www.nlm.nih.gov/services/research_
report_guide.html).

3. Title Page
« Basic information: The title page should have the following
information in order. Article title, authors (affiliation, name),
shortened title, contact information for corresponding au-
thors (name, mailing address, telephone and fax numbers,
and e-mail address of the author responsible for corre-
spondence regarding the manuscript). A short running ti-
tle should be provided if the article title is longer than 12

words. When authors have multiple affiliations, list the af-
filiation where most of the research was conducted. Other
affiliations should follow the major affiliation with super-
scripts on cach of them. 'The superscripts (only Arabic nu-
merals) should refer to the co-authors belonging to the
various affiliations as the first author.

« Additional information: In addition to basic information,
information that requires disclosure should be mentioned
here. This will be included at the end of the published article.

1) Funding source: Authors must declare all financial, if
relevant, any editorial assistance received to support
the underlying research project and/or the prepara-
tion of the article for submission.

2) Conflict of interest: The author is responsible for dis-
closing any financial support or benefit that might af-
fect the content of the manuscript or might cause a

conflict of interest. Examples of potential conflicts of

interest are financial support from or connections to
companies, political pressure from interest groups,
and academically related issues.

3) Author contribution: What authors have done for the
study should be described in this section. Intestinal
Research participates in the CRediT standard for au-
thor contributions. The contributions of all authors
must be described using the CRedil' Taxonomy of au-
thor roles. lor each of the categories in the example
below, please enter the initials of the authors who con-
tributed to that category. If listing more than 1 author
in a category, separate each set of initials with a space.
1Mo one contributed in a category, you may leave that
box blank. The corresponding author is responsible for
completing this information at submission, and it is
expected that all authors will have reviewed, discussed,
and agreed to their individual contributions ahead of
this time.

An example:
Conceptualization: AB. Methodology: AB, CD, EFG.

Formal analysis: EFG. Funding acquisition: AB. Proj-

ect administration: AB. Visualization: CD, EFG. Writ-
ing-original draft: CD, EFG. Writing-review and edit-
ing: AB, CD, EFG. Approval of final manuscript: all
authors.

4) ORCID: We recommend that the open researcher and
contributor ID (ORCID) of all authors be provided. To
have an ORCID, authors should register in the ORCID
website (http://orcid.org/). Registration is free to every
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researcher in the world.

5) Non-author contributors: A brief acknowledgment of
persons who made a genuine contribution, yet not ac-
tive and sufficient enough to be co-authors.

4. Abstract and Keywords

« Abstracts for original articles must be 200-250 words and
should be divided with the headings: Background/Aims,
Methods, Results, Conclusions. Case reports and reviews
should be an unstructured paragraph, and it must be 150-
200 words. No references should be cited in the abstract.

« Keywords: A list of keywords (3-5 words) should be pro-
vided below the abstract. Each keyword should start with
a capitalized letter, and be separated by a semicolon. Use
of terms from the medical subject headings (MeSH) list of
National Library of Medicine is recommended (http://
www.nlmnihgov/mesh/meshhome. html).

5. Main Text
1) Original Articles
All original manuscripts must include the following:

« Introduction: Provide a context or background for the
study, which must be explicitly related to the aims of the
study. The introduction should not contain either results
or conclusions.

« Methods: Describe the plan of research, characteristics of
subjects, and the length and methods of observation in as
much details as possible. Statistical methods used should
be outlined. Indicate that the study has received the per-
mission from the ethical committee for experiments on
human subjects, and from the animal experiments com-
mittee for experiments on animals. Description of partici-
pants follows the ICMJE recommendations - Ensure cor-
rect use of the terms sex (when reporting biological fac-
tors) and gender (identity, psychosocial or cultural fac-
tors), and, unless inappropriate, report the sex and/or gen-
der of study participants, the sex of animals or cells, and
describe the methods used to determine sex and gender.
If the study was done involving an exclusive population,
for example in only one sex, authors should justify why,
except in obvious cases (e.g., prostate cancer). Authors
should define how they determined race or ethnicity and
justify their relevance.

« Results: Results should be presented in logical sequence
in the text. Tables and illustrations and repetitive presenta-
tion of the same data in different forms should be avoided.

The results should not include material appropriate to the
discussion. All data in the text must be presented consis-
tently.

« Discussion: Discussion should explain results in relation
to any hypotheses advanced in the introduction. This may
include an evaluation of the methodology and of the rela-
tionship of new information to the existing corpus of knowl-
edge in that field. Emphasize the new and important as-
pects of the study and the conclusions that follow from
them in the context of the aim of the study.

2) Case Reports

General rules for original articles apply to other types of man-
uscripts as well. The format should include introduction, case
report, and discussion which are similar to that of an original
article. The abstract must be 150-200 words and list keywords
of 3-5 words. Describe briefly the case and other issues that
are only directly related to the case. Avoid an exhaustive litera-
ture review, but provide a focused discussion on the aspects of
interest that the reported case brings in. List no more than 20

references.

3) Reviews

Review articles, focused on specific topics of research, are sub-
mitted only if requested by the editorial board. The format and
structure of review articles follow those of original articles, but
authors can change them freely, if necessary. An abstract must
be included in 150-200 words.

4) Letters to the Editor or Brief Communication

The journal welcomes readers’ comments on articles pub-
lished recently in the journal or topics of interest. Letters to the
editor or brief communication will be the rapid publication of
new findings of unique importance in clinical settings that
lead to the new direction of a short and concise communica-
tion. It could be organized in the following sequence: the title,
main text (not divided into separate section), references, ta-
bles, and figures. Abstract is not required. The number of ta-
bles and figures in total should not exceed 3. References should
not exceed 10.

5) Editorial

Editorials express opinions on current topics of interest or pro-
vide comments on papers published elsewhere in the same
issue. Editorials are usually solicited by the editor. Tables and/
or figures may be included. References should not exceed 10.
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6) Perspective, Statement or Commentary

Perspective or Commentary present a viewpoint on an impor-
tant area of research. Perspective focus on a specific field or
subfield within a larger discipline and discuss current advanc-
es and future directions. Perspective or commentary is written
only at the invitation of the Editorial Board. 'The formatting re-
quirements for Perspectives or Commentary are similar to
those for Letters to the Tditor. Statements are welcome on any
topic. They can be overview statements, comments about sur-
veys, and evidence-based or eminence-based consensus rec-
ommendations. They should contain a tight linear argument
and be more than just a mini-review. The format and structure
of Statements follow those of Review Articles.

7) Images of the Issue

General rules for case reports apply to images as well. This
section presents unusual or classic, challenging or informative
images. The format should include title page, question with
short case description, answers, references and images. Dis-
cussion should include important features of the images, dif-
ferential diagnosis, and clinical significance. Number of refer-
ences should be less than 5. Up to 4 figures of high quality are
accepted.

8) Corrigenda and Errata

6. References

References should be numbered consecutively as a super-
script in the order in which they are first mentioned in the text,
and listed at the end of the manuscript. The names of all au-
thors should be cited up to 6 authors; in case there are more
than 6 authors, the first 3 authors should be cited, followed by
the expression ‘et al” The journals should be abbreviated ac-
cording to the style used in the list of journals indexed in the
NLM Journal Catalog (http://www.nebi.nlm.nih.gov/nlmcata-
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