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“A persisténcia é o menor caminho do éxito”
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RESUMO

Racional: De modo semelhante ao que ocorre nas doengas inflamatorias intestinais (DIl), na
colite de desuso (CD) a mucosa do célon derivado apresenta alteragcbes estruturais,
principalmente representadas pela atrofia epitelial, abscessos de criptas, aumento do infiltrado
inflamatério e maior producao de fator de necrose tumoral- a (TNF-a). A terapia biolégica com
anticorpos monoclonais anti-TNF-o representa a estratégia terapéutica mais eficaz para o
tratamento clinico das DI, pois encontra-se associada a redugao do processo inflamatério,
cicatrizacao epitelial e restabelecimento da integridade da barreira mucosa cdélica. Entretanto,
os efeitos da terapia com anti-TNF-a ainda ndo foram avaliados em modelos experimentais
ou portadores de CD. Objetivo: Avaliar o uso do anti-TNF-a nas altera¢gdes inflamatoérias da
mucosa colica de ratos submetidos ao desvio do transito intestinal. Método: Vinte e dois ratos
Wistar foram submetidos a derivagao intestinal por meio da confeccdo de uma colostomia
terminal proximal a Hartmann. Os animais permaneceram por 12 semanas com a derivagao
fecal para o desenvolvimento da CD. A seguir foram divididos em trés grupos experimentais,
segundo serem submetidos, semanalmente, a aplicagdo subcutanea de soro fisiolégico 0,9%
(2,0 ml/sem) e infliximabe nas dosagens de 5mg/kg/sem e 10 mg/kg/sem, por 5 semanas
consecutivas. Um dia ap6s a conclusdo do periodo de intervencdo, todos animais foram
eutanasiados para retirada de segmentos dos célons providos e desprovidos de transito fecal.
As alteracdes histopatoldgicas foram avaliadas por estudo histologico utilizando a técnica da
hematoxilina-eosina. O escore inflamatério nos célons com e sem transito fecal foi
estabelecido considerando-se as seguintes variaveis: intensidade de atrofia epitelial, perda
epitelial, presenca de abscessos nas criptas, numero de células caliciformes nas glandulas
colicas e infiltrado leucocitario mensurados por morfometria computadorizada. O escore
inflamatério para cada animal foi estratificado segundo escala previamente validada. O
infiltrado neutrofilico foi avaliado pela pesquisa da expressdo tecidual da enzima
mieloperoxidase (MPO) por estudo imuno-histoquimico. Resultados: Houve menor atrofia
epitelial nos segmentos desprovidos de transito fecal dos animais tratados com infliximabe na
dose de 10 mg/kg/sem (p=0,02). Nos segmentos sem transito fecal houve menor perda
epitelial (p=0,004 e p=0,03), reducdo na formacao de abscessos em criptas (p=0,03 e p=0,01),
no infiltrado inflamatério (p=0,01 e p=0,01), das células caliciformes (p=0,06 e p=0,005) e no
escore inflamatério (p=0,01 e p=0,006) nos animais tratados com infliximabe, independente
da concentracéo utilizada. O conteudo tecidual de MPO foi menor no célon sem transito fecal
dos animais tratados com infliximabe (p=0,0001 e p=0,001) independente da dose utilizada.
Conclusdo: O uso de anticorpo anti-TNFa reduziu o processo inflamatério dos segmentos
exclusos de transito fecal sugerindo que a substancia possa ser utilizada como tratamento
para os casos graves colite de desuso.

Palavras-Chave: Colostomia, Acidos Graxos, Imuno-histoquimica, Fator de Necrose Tumoral
Alfa.
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ABSTRACT

Background: As is similar to the case of intestine bowel disease (IBD), in diversion colitis (DC)
the mucous membrane of the diverted colon presents structural alterations, namely atrophy of
the epithelial glands, crypt abscesses, increased intensity of the inflammatory infiltrate and
higher production of TNF-a. Biological therapy using anti-TNF-o. monoclonal antibodies has
proven to be the most effective form of therapeutic strategy for IBD. Biological therapy is
associated with alleviating inflammation, epithelial healing and restoring the mucous integrity
of the colonic membrane. However, the effects of anti-TNF-a therapy have not yet been
assessed in experiments or DC patients. Objective: To assess the effects of anti-TNF-a
therapy on inflammatory alterations of the colonic mucous membrane in rats undergoing bowel
diversion. Method: Twenty-Two Wistar rats underwent bowel diversion via Hartmann
colostomy (proximal terminal colostomy). The rats were subject to faecal diversion for 12
weeks in order to trigger DC. The specimens were then split into three experimental groups
and began receiving a weekly subcutaneous application of 0.9% (2.0 ml/week) saline, and
Infliximab in a 05-mg/kg weekly dose and a 10-mg/kg weekly dose for 5 consecutive weeks.
One day after the intervention period had ended, all specimens were euthanised in order to
have the segments of their colons with and without diversion removed. The histopathological
alterations were assessed by a histological study using the haematoxylin-eosin technique. The
inflammatory score in the colons with and without diversion was determined by using the
following variables: intensity of epithelial atrophy, epithelial loss, presence of crypt abscesses,
number of goblet cells in the colic glands and leukocytic infiltration measured by computerized
morphometry. Each specimen's inflammatory score was classified according to a previously
validated scale. The neutrophilic infiltrate was evaluated by determining the tissue expression
of the enzyme myeloperoxidase (MPO) by an immunohistochemical study. Results: There was
less epithelial atrophy in the segments with diversion in specimens receiving a weekly 10
mg/kg dose of Infliximab (p=0.02). Diverted segments experienced less epithelial loss
(p=0.004 and p=0,03), fewer crypt abscesses (p=0.03 and p=0.01), less inflammatory infiltrate
(p=0.01 and p=0.01), less goblet cells (p=0.06 and p=0.005) and a lower inflammatory score
in animals given Infliximab (p=0.01 and p=0.006), regardless of the concentration. The MPO
tissue content was lower in the diverted segments of colon in specimens given Infliximab,
regardless of the dose (p=0.0001 and p=0.001). Conclusion: Using the anti-TNF-a antibody
reduced the inflammatory process in the diverted segments, thereby indicating that the
substance can be used as a treatment for serious cases of diversion colitis.

Key terms: Colostomy, Fatty Acids, Immunohistochemical, Tumour Necrosis Factor Alpha.
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1. INTRODUGAO
1.1. Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC)

Os AGCC sao formados a partir da fermentacdo de fibras vegetais dietéticas pelas
bactérias existentes na luz intestinal e representam o principal substrato nutritivo para as
células epiteliais da mucosa célica. Assim, a nutricio da mucosa do coélon ocorre,
principalmente, pela absor¢ao e metabolizagdo dos AGCC existentes na luz intestinal. Os
AGCC respondem por cerca de 80% de todo substrato energético fornecido @ mucosa
intestinal (ROEDIGER, 1990).

Dentre os AGCC, o butirato representa o substrato energético mais importante para as
células mucosas. No colon distal, sua absor¢cdo ocorre predominantemente por difusdo
passiva possuindo importante papel na prevengdo de algumas formas de colite
(SZCZEPKOWSKI et al., 2014). Os AGCC estimulam o crescimento normal das células do
epitélio colico, influenciam a motilidade, aumentam o fluxo sanguineo mucoso e favorecem a
cicatrizacdo de lesbes da parede intestinal. Ja se demonstrou a influéncia dos AGCC na
melhora das alteragbes histolégicas em modelos experimentais de colite de desuso (CD)
(OLIVEIRA-NETO; AGUIAR-NASCIMENTO, 2004; NASRRI et al., 2008; LAMEIRO et al.,
2011). Todos esses aspectos reforcam a importancia dos AGCC no tratamento e prevencao
das DIl (VELAZQUEZ; LEDERER; ROMBEAU, 1997; LOPES-PAULO, 2002).

Os AGCC parecem exercer também, papel protetor contra o desenvolvimento de
neoplasias por sua ac¢ao antioxidante (BONDY; LE BEL, 1993; FERREIRA; MATSUBARA,
1997; VELAZQUEZ; LEDERER; ROMBEAU, 1997; SERIL et al., 2003; BERRA; MENK, 2006).

1.2. Auséncia de Acidos Graxos de Cadeia Curta

A derivacdo do transito intestinal impedindo a passagem dos AGCC para o segmento
excluso faz com que as células epiteliais ndo possam dispor de seu principal substrato
nutritivo. Com isso, essas células passam a usar como fonte energética alternativa,
aminoacidos oferecidos pela circulacdo sistémica (VELAZQUEZ; LEDERER; ROMBEAU,
1997; LOPES-PAULO, 2002; LAMEIRO et al., 2011). Todavia, o suprimento sanguineo é
incapaz de fornecer a quantidade necessaria de substrato ocasionando alteracoes
importantes nos mecanismos de respiracao celular. Essas modificagdes levam a formagao de
altas concentracdes de radicais livres de oxigénio (RLO) e nitrogénio (RLN), substancias

toxicas e determinantes de agresséo inflamatdria tecidual. A melhora clinica e histologica da
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CD, ap0s restabelecimento do transito intestinal ou administracido de enemas com AGCC no

segmento excluso, reforgam essas evidéncias (NASRRI et al., 2008; LAMEIRO et al., 2011).

1.3. Impacto da Derivagao Intestinal

Os estomas sado frequentemente utilizados no manejo de varias condi¢des clinicas,
principalmente representadas pela diverticulite aguda do célon esquerdo, cancer colorretal,
DIl e no trauma abdominal (SHERMAN; WEXNER, 2017). Estas derivagbes do transito
intestinal, geralmente temporarias, sdo também rotineiramente utilizadas como estratégia
cirdrgica visando minimizar as complica¢cdes sépticas decorrentes da deiscéncia de
anastomoses confeccionadas em doentes com condigdes clinicas desfavoraveis (peritonite,
choque, hipoproteinemia, anemia). A maioria dos cirurgides colorretais, sempre que possivel,
evita a realizagcao de um estoma de derivacao intestinal, pois sabem que sua reversao nao é
um procedimento facil de ser realizado ou isento de risco. Estudos mostram que o
restabelecimento do transito intestinal aumenta exponencialmente o risco de complicagdes
pos-operatérias que incluem o vazamento anastomotico, ileo pos-operatdrio, obstrugéo
intestinal, fistulas enterocutdneas e, mais comumente, infec¢ao no sitio cirurgico (BRIDOUX
et al., 2017; SHERMAN; WEXNER, 2017; TSUCHIYA et al., 2017). Estudos multicéntricos e
randomizados, com elevado nivel de evidéncia sugerem sempre que, quando possivel, a
derivacao intestinal deve ser evitada (BRIDOUX et al., 2017; TSUCHIYA et al., 2017). Além
de todas essas complicagcbes descritas, muitos estomas confeccionados com intencdo de
serem temporarios, ndo podem ser revertidos devido a complicacbes pds-operatorias, terapia
adjuvante ou comorbidades clinicas proibitivas fazendo com que um numero significativo
desses estomas temporarios se torne permanentes (HOLMGREN et al., 2017; SHERMAN;
WEXNER, 2017).

No Brasil, estima-se que existam cerca de 33.864 individuos que possuem colostomia,
sendo que so6 no Estado de Sdo Paulo somam aproximadamente 9.200. Esses pacientes néao
passam apenas por uma transformacéao fisica, mas também por alteragbes psicossociais, tais
como, problemas sexuais, depressao, constipagédo, gases intestinais e insatisfagdo com a
aparéncia (CAMPOS et al., 2017). Quando nao é possivel restabelecer o transito intestinal
nos pacientes submetidos a estomas temporarios, o segmento de colon ou reto a jusante do
mesmo fica desprovido do transito fecal pelo resto da vida dos enfermos. A falta da passagem
do bolo fecal faz com que o segmento excluso desenvolva uma sindrome de deficiéncia
energética ocasionada pela deprivacéo do suprimento regular de AGCC as células da mucosa
exclusa (HARTY, 2013).
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O processo inflamatoério crénico que se desenvolve em segmentos do coélon ou reto
desprovidos do suprimento regular de AGCC foi reconhecido, pela primeira vez em 1981
(GLOTZER; GLICK; GOLDMAN, 1981). Neste estudo pioneiro, os autores descreveram o
desenvolvimento de processo inflamatoério crénico na mucosa do colon ou reto desprovida de
transito fecal, em 10 doentes submetidos a derivacao intestinal. Cabe destacar que todos
esses doentes ndo apresentavam antecedentes de DIl pré-existente. Os autores encontraram
alteracbes endoscoépicas no colon derivado, semelhantes aquelas encontradas nas DIl, em
particular as da retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI). Dentre as principais alteragtes
histolégicas encontradas os autores chamavam a atencgéo para a importante perda de células
especializadas que formavam a camada epitelial, presenga de abscessos no interior das
criptas cdlicas, infiltrado inflamatoério na Iamina propria da mucosa e alteragcbes regenerativas
das glandulas intestinais (GLOTZER; GLICK; GOLDMAN, 1981). A partir dessa publicacao
inicial, essa nova forma de DIl comecou a ser reconhecida com maior frequéncia, recebendo
diferentes denominagdes: colite de derivagao, colite do célon derivado, colite do célon excluso,

colite de privagao fecal, colite de exclusédo e, mais recentemente CD.

Com o passar dos anos, a importdncia do diagnéstico e tratamento da CD vem
aumentando consideravelmente (SZCZEPKOWSKI; BANASIEWICZ; KOBUS, 2017). A maior
preocupagcdo com a doenga esta intimamente relacionada ao aumento no emprego das
operagdes de derivacao intestinal para o tratamento das mais diferentes enfermidades
(HOLMGREEN et al., 2017). As mudancas dietéticas que ocorreram na sociedade moderna,
a maior violéncia nos grandes centros urbanos, aliada a maior expectativa de vida do homem
contemporaneo, aumentaram a possibilidade de doencas degenerativas e neoplasicas no
intestino grosso que, em muitas ocasifes, requerem a realizagdo de operagdes de derivagéo
intestinal para seu correto tratamento (SHERMAN; WEXNER, 2017). Como exemplo dessas
enfermidades merece destaque: as DIl principalmente representadas pela RCUI e doenca de
Crohn, os traumatismos anorretocélicos, o cancer colorretal e a doenca diverticular
complicada (BRIDOUX et al., 2017; SHERMAN; WEXNER, 2017; TSUCHIYA et al., 2017).
Sob esse prisma a CD, apesar de ja ser um importante problema de saude publica nos nossos
dias, provavelmente sua importancia epidemioldgica continuard aumentando nas préoximas
décadas (SZCZEPKOWSKI et al., 2014).
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1.4. Colite de Desuso

Colite de desuso, também conhecida como colite de excluséo, € uma DIl caracterizada
pelo desenvolvimento de atrofia das glandulas da mucosa célica, redugdo do numero de
células caliciformes e presenca de infiltrado inflamatério na mucosa intestinal de segmentos
do intestino grosso excluidos de transito fecal. A partir de sua descri¢do inicial, a enfermidade
vem apresentando incidéncia crescente em todo o mundo (GLOTZER; GLICK; GOLDMAN,
1981; MARDANAS; DEVROEDE, 1981; KELI et al., 1997; EDWARDS; GEORGE; WARREN,
1999). E provavel que a incidéncia da CD esteja subestimada ao constatar-se que o transito
intestinal é restabelecido em menos de 60% dos enfermos submetidos ao desvio temporario
do fluxo fecal, fazendo com que um numero significativo de enfermos desenvolva a CD
(GLOTZER; GLICK; GOLDMAN, 1981; MARDANAS; DEVROEDE, 1981). Em paises
desenvolvidos o tempo médio para a reversao do estoma é de cerca de um ano, tempo mais
do que suficiente para o surgimento da CD (HABR-GAMA et al., 1997). Estima-se que a
doenca seja encontrada na maioria dos doentes submetidos a colonoscopia apds trés meses
da confecg¢ao do estoma e que cerca de 10% dos doentes cursem com sintomas mais intensos

que piora, consideravelmente, a qualidade de vida (WHELAN et al., 1994).

O quadro clinico da CD é variavel e encontra-se diretamente relacionado a extensao
do segmento colico excluido de transito fecal e ao tempo decorrido desde realizagcédo do desvio
fecal. A maioria dos doentes torna-se sintomatica 36 meses apds o desvio do fluxo fecal
(GLOTZER; GLICK; GOLDMAN, 1981; KELI et al., 1997; DAVID et al., 2009). Os doentes com
CD queixam-se da eliminacado de sangue e muco a partir do intestino excluso, dor abdominal
e tenesmo. A colonoscopia do intestino derivado mostra uma mucosa hiperemiada, congesta,
edemaciada, fridvel com apagamento dos vasos sanguineos da submucosa e formacéao de
ulceragdes mucosas praticamente indistinguiveis daquelas encontradas na RCUI. Esses
aspectos tornam o diagndéstico diferencial entre as duas doencgas dificil de ser estabelecido,
sobretudo nos pacientes submetidos a estomas derivativos decorrentes de complicacbes das
DIl (GERAGHTY; TALBOT, 1991).

Microscopicamente a parede célica dos portadores de CD mostra uma variedade de
aspectos histologicos, porém sem nenhuma alteragdo caracteristica (LU et al., 1995). Nos
casos graves, essas alteragdes histopatologicas sdo semelhantes aquelas encontradas na
RCUI, porém com intensidade menor. Na maioria dos enfermos, a analise microscopica revela
atrofia da camada epitelial com formagdes de pequenas uUlceras mucosas, fragmentacéo da
camada muscular da mucosa, importante congestdo vascular da submucosa, edema e

infiltrado inflamatério entre as glandulas do colon excluso acompanhado ou n&o de alteragoes
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arquiteturais nas criptas de Lieberkihn (LU et al., 1995). Nos casos mais graves desenvolvem-
se abscessos no interior das criptas cdlicas, particularmente nos locais onde existem areas
com hiperplasia linféide nodular (GLOTZER; GLICK; GOLDMAN, 1981; MARDANAS;
DEVROEDE, 1981; EDWARDS, GEORGE; WARREN, 1999). O desenvolvimento de
displasias pode ser encontrado, mas, curiosamente, de modo distinto ao que ocorre nos
portadores de RCUI, a presenca de displasias graves na CD & extremamente rara, n&do se
descrevendo até a presente data o desenvolvimento de neoplasias de origem epitelial em
segmentos exclusos de transito por doengas distintas das DIl (SERIL et al., 2003). E possivel,
nao obstante, as duas enfermidades terem como denominador comum o intenso processo
inflamatério crénico da mucosa cdlica, que nos portadores de CD, a derivacdo do transito
intestinal possa determinar menor agressao antigénica as células do epitélio cdélico a partir de
agentes quimicos e biolégicos normalmente encontrados na luz intestinal dos individuos com

transito preservado.

Ha mais de uma década demonstrou-se que existem alteracdes histologicas nas
diferentes camadas que compdem a parede cdlica quando se comparam segmentos com ou
sem fluxo fecal (SOUSA et al., 2008). Constatou-se que ocorre reducao significativa da altura
das criptas da mucosa célica, aumento da espessura e fragmentagdo da camada muscular
da mucosa, aumento da espessura da camada submucosa, maior congestdo vascular da
camada submucosa, maior infiltrado de células inflamatérias. Todas essas alteracdes
encontram-se relacionadas a duragao do desvio fecal (SOUSA et al., 2008). Ja se demonstrou
que essas alteracdes em muito se assemelham as encontradas em modelos experimentais
de colite quimicamente induzida por acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) (LONGATTI et al.,
2010).

Os mecanismos etiopatogénicos da CD ainda provocam intenso debate. H4 mais de
quatro décadas estudos experimentais recentes vém demonstrando, a semelhanga do que
ocorre na RCUI, a importancia dos AGCC na prevengao e tratamento da doenca (NEUT et
al., 1995; CLAUSEN, 1996; SCHEPPACH et al., 1997; COOK; SELLIN, 1998; KIELY et al.,
2001; NASRRI et al., 2008; MARTINEZ et al., 2010; LAMEIRO et al., 2011).

Recentemente vem sendo proposto que o mecanismo inicial responsavel pela lesdo do
epitélio colico em doentes com RCUI e CD encontra-se relacionado a produgédo de niveis
elevados de RLO e RLN pela propria célula epitelial da mucosa coélica com alteracdes de seu
metabolismo energético celular (PRAVDA, 2005; MARTINEZ et al., 2010). Evidencias
sugerem que os RLO e RLN, produzidos pelas células do epitélio célico seriam os radicais

responsaveis pelo dano aos eficientes sistemas de defesa que formam a parede intestinal
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(MORTENSEN; CLAUSEN, 1996; LONGATTI et al, 2010; MARQUES et al., 2010;
MARTINEZ et al., 2010). A reconstrucdo do transito intestinal, restabelecendo o fornecimento
de AGCQC, restitui os mecanismos habituais de obtencao energética pelas células, diminuindo

a formacéo de RLO e RLN e, consequentemente, o dano inflamatoério & mucosa cdlica.

1.5. Colite e Estresse Oxidativo

A literatura atual vem dando importancia crescente ao papel desempenhado pelos RLO
na etiopatogenia de diversas doengas inflamatorias e neoplasicas (SHAMI; MOREIRA, 2004).
Nos ultimos anos, pesquisas vém demonstrando, de maneira inequivoca, que os RLO se
encontram relacionados a etiopatogenia das DIl representadas, principalmente, pela RCUI
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SHAMI; MOREIRA, 2004; BERRA; MENK, 2006). A
relacdo entre RLO e RCUI vem despertando cada vez mais curiosidade, fazendo com que um
numero crescente de estudos avalie o papel representado pelos RLO nas etapas iniciais da
agressdo a mucosa intestinal em portadores das DIl (SHEENAN; BRYNJOLFSSON, 1960;
BILOTTA; WAYE, 1989; LE BEL, 1993; BONDY; CADENAS; DAVIES, 2000; KEHRER, 2000;
SHAMI; MOREIRA, 2004; CETINKAYA et al., 2005; PRAVDA, 2005; MARQUES et al., 2010;
MARTINEZ et al., 2010; KADRI et al., 2013; KADRI et al., 2017).

Os RLO sdo normalmente formados durante o metabolismo energético das células.
Habitualmente, a célula possui defesas antioxidantes naturais, enzimaticas e néo-
enzimaticas, que atuam contra a toxicidade desses radicais sendo responsaveis pela
manutengdo do equilibrio entre a produgdo e eliminacdo destes agentes oxidantes
(CADENAS; DAVIES, 2000). Todavia, em certas condigdes, quer pela diminuicdo da
capacidade antioxidante do organismo, quer pelo aumento exagerado na producdo de RLO,
ocorre desequilibrio determinando o aparecimento de fendmeno conhecido como estresse
oxidativo (CADENAS; DAVIES, 2000; CETINKAYA et al., 2005).

O desequilibrio do mecanismo oxidante/antioxidante em doentes com RCUI é motivo de
constante investigacdo (SHEENAN; BRYNJOLFSSON, 1960). J& se demonstrou que a
capacidade dos sistemas antioxidantes do colon é deficiente, quando comparada a outros
orgaos e tecidos, determinando maior vulnerabilidade da mucosa cdlica ao estresse oxidativo
e consequentemente a deflagracdo de processo inflamatorio (THAM; WITHIN; COHEN,
2002). A possibilidade de colite ocasionada por RLO ja é conhecida ha varios anos, quando
se verificou que a infusédo de perdxido de hidrogénio (H202), um potente formador de RLO, no
interior do colon e reto, era seguida por grave quadro de colite, histologicamente muito
semelhante a RCUIl e a CD (BILOTTA; WAYE, 1969; MARQUES et al., 2010; MARTINEZ et

al., 2010). Os resultados desses estudos sugerem que o estresse oxidativo desencadeando
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0 processo inflamatorio sdo responsaveis pela quebra dos mecanismos de defesa epitelial

relacionados ao surgimento da colite.

Teorias relacionando a etiopatogenia da RCUI a disturbios imunoloégicos foram
propostas, contudo, todas falharam em explicar, claramente, os mecanismos iniciais
envolvidos na agressao ao epitélio colico (HENDRICKSON; GOKHALE; CHO, 2002). Essas
teorias ndo apresentaram bases experimentais concretas para esclarecer o mecanismo inicial
de agressao ao epitélio e ndo foram capazes de explicar todos os aspectos histolégicos e
bioquimicos iniciais responsaveis pela quebra da barreira epitelial e, consequentemente,
desencadeantes da doenca (HENDRICKSON; GOKHALE; CHO, 2002). Apesar do infiltrado
inflamatério celular ser encontrado na maioria dos portadores de RCUI, n&o existia uma teoria
capaz de explicar satisfatoriamente o mecanismo de quebra da eficiente barreira epitelial, o
que possibilitaria a migragdo de bactérias para o interior da submucosa do célon, bem como
a deflagracéo da resposta inflamatéria. Diante destas evidéncias propds-se que a producao
aumentada de RLO e RLN seria responsavel pelos fendmenos iniciais que precedem a
infiltracdo inflamatéria da mucosa intestinal em portadores de RCUI (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). A agressao inicial 8 mucosa desencadeadora da doenca € atribuida a
formacado aumentada de RLO pela propria célula epitelial da mucosa com modificacbes em
seu metabolismo energético. Essa produgdo aumentada, aliada as deficiéncias do sistema
antioxidante intracelular, permite a formacao exagerada do radical hidroxil OH (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). A producdo aumentada do radical OH, difundindo-se pelo interior da
célula, seria o fator determinante para a lesdo das diferentes camadas da mucosa intestinal
permitindo a migragédo de antigenos e bactérias existentes no interior da luz intestinal para a
camada submucosa estéril (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Na tentativa de combater esta
infiltracdo bacteriana, células de defesa migram para o interior da parede intestinal, dando
origem ao processo inflamatério encontrado na doenga. As enzimas citoliticas liberadas a
partir das células aliadas a maior produgdo de RLO decorrentes da resposta inflamatéria,
alterariam, ainda mais, a permeabilidade seletiva (MILLAR et al., 1996; SHERIDAN et al.,
1996; HOFFMAN et al., 2003). Contudo, € dificil demonstrar, nos modelos experimentais de
colite quimicamente induzida essa possibilidade (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Nenhum
modelo experimental adotado para o estudo da RCUI é capaz de reproduzir, com fidelidade,
as etapas moleculares iniciais da agressdao a mucosa colica. A maioria deles parte da
agressao quimica ao epitélio mucoso, ndo levando em conta a possibilidade de que o estresse
oxidativo possa estar relacionado aos mecanismos iniciais de agressao epitelial. Nos modelos
de colite induzida quimicamente, a lesdo é provocada pela infusdo de substancias quimicas

que destroem as diferentes camadas da parede intestinal (HOFFMANN et al., 2003).
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1.6. Colite de Desuso, Estresse Oxidativo e Inflamagao

Apesar de serem consideradas entidades distintas, a CD e a RCUI apresentam varios
aspectos semelhantes quando se consideram a sintomatologia, aspectos endoscopicos,
histolégicos e as propostas terapéuticas. O denominador comum de ambas € o intenso
processo inflamatdrio crénico existente na mucosa cdélica que se agrava com o passar do
tempo. Recentemente, a CD vem sendo considerada como uma sindrome de deficiéncia
nutricional (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 1998; THAM; WITHIN; COHEN, 2002; BERRA;
MENCK, 2006). Reforgando essa possibilidade, estudos experimentais demonstraram que a
interferéncia no metabolismo normal dos colondcitos, pelo uso dos inibidores da B-oxidacéo
dos AGCC, pode ser um dos eventos iniciais no aparecimento da RCUI e que os RLO se
encontram relacionados a colite experimental (AGARWALL; SCHIMMEL, 1989; CHRISTL,;
DUSEL; EISNER, 1996; LIU, SHIMOYAMA; SUZUKI, 2001). As semelhangas se tornam mais
claras ao se constatar que a infusdo de agentes antioxidantes e anti-inflamatoérios como o
acido 5-aminosalicilico (5-ASA), sucralfato, n-acetilcisteina, é estratégia terapéutica eficaz no
tratamento de ambas as enfermidades (IINO et al., 1990; ABBAS; LICHTMAN; POBER, 1998;
BINGHAM, 2002; CALTABIANO et al.,, 2011). Essas evidéncias sugerem, no minimo, a
existéncia de bases etiopatogénicas semelhantes entre CD e RCUI. Contudo, estudos
experimentais e em seres humanos geralmente limitam-se a analise qualitativa e quantitativa
das alteragdes histoldgicas encontradas na CD, ou a eficacia de varias substéncias no
tratamento da doenca (TRIANTAFILLIDIS et al., 1991; TRIPOD; GORCEY; BURAKOFF,
1992; LOPES-PAULO, 2002; CALTABIANO et al., 2011; CUNHA et al., 2011).

Quando se considera que o processo inflamatério se encontra relacionado a
etiopatogenia da CD, o emprego de substancias com eficiente acdo anti-inflamatéria, tais
como os anticorpos anti-citocinas pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), talvez pudesse reduzir o processo inflamatorio mucoso e melhorar o dano as
diferentes camadas que formam a parede intestinal, em particular a mucosa cdlica. O uso de
anticorpos anti-TNF-a. ja faz parte da rotina terapéutica dos portadores de DIl, sendo seu uso
associado a altos indices de cicatrizacdo da mucosa intestinal comprometida. Caso o
anticorpo se mostre eficaz no controle da agressao inflamatéria, devolvendo a integridade a
parede intestinal e reduzindo o infiltrado inflamatdrio, poderia se tornar uma nova estratégia
terapéutica para o tratamento das formas graves de CD. Todavia, o uso de anticorpos anti-
TNF-o ainda ndo foi utilizado em ensaios clinicos ou estudos experimentais de CD. Desse

modo, a proposta deste estudo é pioneira.



21

1.7. O Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a)

O TNF-a é uma citocina diretamente envolvida nas reac¢des de fase aguda nos
processos de inflamagdes sistémicas. Seu principal papel esta relacionado a regulacao e
equilibrio da acido das células imunes. Desse modo, o desequilibrio na producdo e na
quantidade de TNF-a disponiveis no organismo ocasiona uma série de complicagdes,
especialmente influenciando na ocorréncia de uma série de doengas humanas, como: artrite
reumatoide; artrite psoriatica e espondilite anquilosante; doenca de Crohn; Doencga de Behcet;
amiloidose; sarcoidose; escleroderma; poliomiosite; doencga de Still do adulto e ciatico severo
agudo; lupus; nefrite e artrite lupica. Estudos experimentais também mostraram que existe
aumento nos niveis teciduais de TNF-a na mucosa colica desprovida do suprimento regular
de AGCC (OLIVEIRA et al., 2010; PACHECO et al., 2012).

O TNF-a pode ser produzido por macrofagos ativados, linfocitos ou mondcitos
(BRINGHAM, 2002). O principal estimulo para a sua produgdo é a presenca de
lipopolissacarideos que compdem a membrana das bactérias Gram negativas, abundantes
no interior da luz do coélon (IIONO et al., 1990). Apds ser produzido e liberado, o TNF-a ira
ligar-se a receptores especificos denominados de receptores de TNF (TNF-R) | e Il, para que
possa produzir o seu efeito biolégico. Os receptores de TNF (principalmente o TNF-RII)
podem, ainda, desencadear o gatilho para a apoptose. Desta forma, o principal efeito
fisioldgico do TNF-a € promover a resposta imune e a inflamatéria por meio do recrutamento
de neutréfilos e mondcitos para o local da infecgdo, além de ativa-los. Para isto, o TNF-a
provocara uma seérie de efeitos no organismo (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 1998). O TNF-
o, quando liberado em baixas concentragdes, age nas células endoteliais promovendo
vasodilatagcdo e estimulando-as a secretarem um grupo de citocinas (denominadas
quimiocinas) que tem acao quimiotaxica em relagéo aos leucdcitos promovendo, desta forma,
um processo inflamatorio local que possibilita o combate a quadros infecciosos. No hipotalamo
ele age como pirégeno enddgeno induzindo febre, enquanto que no figado vai estimular a

producao das proteinas da fase aguda do processo inflamatério e de fibrinogénio.



22

1.8. Anticorpo Monoclonal Quimérico Anti-TNF-a (Infliximabe)

O infliximabe (Remicade™) é um anticorpo monoclonal quimérico que atua contra o
TNF-a. A substancia vem sendo utilizada para o tratamento de doencgas inflamatérias de
origem autoimune. O anticorpo foi originalmente desenvolvido em camundongos como um
anticorpo de ratos. Porque os seres humanos tém reagdes imunoldgicas a proteinas do rato,
os dominios comuns do rato foram substituidos por dominios de anticorpos humanos
semelhantes. Eles sdo anticorpos monoclonais e tém estruturas idénticas e afinidades para o
alvo. Por ser uma combinacao de sequéncias de aminoacidos do anticorpo de camundongos
e humanos, sdo chamados de "anticorpos monoclonais quiméricos". O infliximabe é
administrado por via endovenosa ou subcutanea tipicamente com intervalo entre as doses de
seis a oito semanas. O infliximabe funciona através da sua ligacdo ao TNF-a. O TNF-a é um
mensageiro quimico (citocinas) e parte fundamental da reacdo autoimune habitualmente
encontradas nas DIl. O anticorpo também parece agir impedindo o TNF-a de se ligar ao seu

receptor na célula.

A terapia utilizando o anti-TNF- a representa, no momento, a estratégia terapéutica de
ultima geracéo para o tratamento das DII. Dentre os varios anticorpos monoclonais existentes,
o infliximabe é o anticorpo mais estudado e disponivel comercialmente desde outubro de
1998. Sua eficacia vem sendo comprovada por trabalhos cientificos de diversas instituicoes.
A dose preconizada varia entre 5 mg/kg a 10 mg/kg em infusdo endovenosa e o efeito
terapéutico geralmente se mostra ainda dentro da primeira semana de administracdo. Nos
casos de DIl com manifestacdes cutdneas como as fistulas, devem-se repetir infusdes apods
duas e seis semanas. A remissao ou melhora do quadro, via de regra, perdura por 10 a 12
semanas, quando, entdo, existe necessidade de nova infusdo do produto. Os estudos de
seguranca da droga mostraram que, em curto prazo, a incidéncia de efeitos adversos é
relativamente pequena, mas, em longo prazo, € preciso atengdo especial quanto a
possibilidade de infecgdes, principalmente naqueles doentes em uso de imunossupressores
associados e que tenham necessidade de uso continuo ou eventual de corticoides. Estudos
indicaram que o infliximabe foi seguro e benéfico para os pacientes com RCUI, tendo sido
superior ao placebo na indugdo e na manutencdo da resposta e remissao clinica e da
cicatrizacdo da mucosa. Uma proporgao significativamente maior de pacientes tratados com
infliximabe conseguiu remissao, tendo a droga sido geralmente bem tolerada com perfil de
seguranca consistente com os estudos prévios e custo-efetiva (CROSS, 2017,
STAWOWCZYK, KAWALEC, 2017).
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Do melhor do nosso conhecimento, o uso de anticorpos anti-TNF-o. ainda nao foi
utilizado em doentes ou modelos experimentais de CD. Como a substancia é considerada nos
dias de hoje o tratamento de eleigdo para os portadores de colite ulcerativa é possivel que a

droga possa ser util para o tratamento dos doentes que cursam com as formas graves da CD.
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OBJETIVOS
1. Verificar se a administragdo de anticorpos monoclonais anti-TNF-o. melhora as
alteracbes estruturais encontradas no epitélio colico desprovido de transito fecal,

2. Verificar se a administragdo de anticorpos monoclonais anti-TNF-o. melhora as

alteracbes inflamatérias na mucosa coélica desprovida de transito fecal;

3. Verificar se a administragdo de anticorpos monoclonais anti-TNF-o reduz o infiltrado

neutrofilico na mucosa colica desprovida de transito fecal.
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3. MATERIAL E METODOS

A realizacdo deste estudo obedeceu a Lei Federal 6.638 e as orientagdes do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animal em Pesquisa da Universidade Sao Francisco, através do numero
0102262014 (Anexo A).

3.1. Animal de experimentagao

Foram utilizados 22 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos, provenientes da
ANILAB (Animais de Laboratério Criacdo e Comércio, Laboratérios Veterinarios) com peso

variando entre 250 e 300 g e média de idade de quatro meses.

3.2. Técnica cirargica

Nos sete dias antecedentes a operagdo, os animais foram confinados em gaiolas
individuais recebendo ragao especifica para roedores e agua a vontade. A partir do dia anterior

a operacao os animais foram mantidos em jejum, exceto agua, por 12 horas.

No dia da intervencao os ratos foram anestesiados com o emprego do cloridrato de
cetamina, na dose de 5 mg/kg, associado ao sedativo analgésico e relaxante muscular
cloridrato de xilazina, na dose de 60 mg/kg, administradas por via intramuscular na pata

traseira direita.

A cavidade abdominal foi acessada por meio de incisdo longitudinal mediana, infra-
umbilical com quatro centimetros de extensao. A abertura da cavidade abdominal foi efetuada
por planos, identificando-se a porgdo retossigmoideana do intestino grosso. Apds a
localizagéo da placa de Peyer e mobilizagado do conteudo fecal, foi feita a seccdo do colon 8
cm acima da extremidade proximal da placa. Apds secc¢ao do célon, em todos os animais foi
realizada remocgao de segmento de intestino grosso com 2 cm de extensdo, que serviu como

controle dos parametros estudados.

O segmento distal do intestino grosso secionado foi cateterizado com sonda de polivinil
10F fixada por meio de ligadura frouxa e irrigado com 40 ml de soro fisiolégico 0,9% para
promover a remogao de residuos fecais do segmento distal, até que o efluente fecal drenado
pelo &nus do animal estivesse claro. Esta etapa visava remover detritos fecais que por ventura
tenham remanescido apds a mobilizacdo manual e que poderiam influenciar no

desenvolvimento da CD.
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Terminada a irrigagdo, o segmento caudal intestinal remanescente distal foi sepultado.
O cdblon proximal (provido de transito fecal) seccionado foi exteriorizado através de um
segundo estoma no hipocéndrio esquerdo. Apds a fixacdo da colostomia e revisdo da
cavidade abdominal, a parede abdominal foi fechada em dois planos de sutura. Apds a
recuperacao anestésica os animais foram liberados para ingestao de agua e, apos seis horas,

racao padronizada (Nuvilab CR1™ Nuvital Nutrientes AS, Brasil).

Aguardou-se 12 semanas depois do procedimento cirurgico, para que se produzisse a
CD no célon desprovido de transito em todos os ratos, tempo mais que suficiente para

desenvolver a doenca.

Apods randomizagao, os animais foram divididos em trés grupos experimentais segundo
a intervencao ser realizada com: A — solugéo fisiolégica 0,9% (controle), B — Infliximabe na

dose de 5 mg/kg/semana e C — infliximabe na dose de 10 mg/kg/semana.

Todos os animais foram submetidos a administracdo das solucdes de intervengao por
via subcuténea na regido dorsal, na prega cutanea cervical uma vez por semana durante cinco

semanas consecutivas.

3.3. Grupos experimentais

Todos os animais foram sacrificados cinco semanas apds a intervencdo com as
solugdes;

e Grupo 1 - Intervencdo com Solucao Fisiolégica (Controle) (6 animais)

e Grupo 2 - Interveng¢do com infliximabe na dose de 5 mg/kg/semana (Experimento 1)
(8 animais)

¢ Grupo 3 - Intervenc¢do com infliximabe na dose de 10 mg/kg/semana (Experimento 2)

(8 animais)

Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais por 12 semanas até a data do sacrificio
onde permaneceram em ambiente climatizado e com controle de umidade, temperatura e
luminosidade sem restricdo hidrica ou alimentar. Foi administrada dose de 20 mg/kg/dia de
dipirona misturada na agua do bebedouro (CARBON; AUSTIN, 2016). Os animais foram
pesados semanalmente e nenhum cuidado adicional foi tomado em relacdo ao estoma
confeccionado. Na véspera do dia programado para o sacrificio todos os animais foram

novamente mantidos em jejum de 12 horas, exceto para agua.
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3.4. Eutanasia dos animais

Concluida as 5 semanas de intervencdo com as substancias propostas, todos os
roedores foram novamente anestesiados com a mesma metodologia anteriormente descrita

para a retirada dos segmentos célicos a serem estudados.

Apods a anestesia, a incisdo mediana anterior foi reaberta e por ela foram removidos os
segmentos colicos providos e desprovidos de transito fecal. Os segmentos colicos foram
abertos longitudinalmente pela borda anti-mesocdlica sendo subdivididos em trés segmentos
sempre 1 cm a partir do ponto de fixacdo do estoma no peritdnio parietal. Os segmentos
célicos com trés centimetros de extensdo (um do célon provido outro do desprovido de

transito) foram enviados para os estudos histolégicos e imuno-histoquimico.

Concluida a exérese dos espécimes cirurgicos, os animais foram submetidos a
eutanasia por inje¢do intra-cardiaca de dose unica e letal de tiopental (120 mg/kg). A morte
do animal foi constatada pela auséncia de reflexos cérneo-palpebral e de batimentos

cardiacos por 5 minutos.

3.5. Histologia

Os espécimes extirpados destinados ao estudo histolégico permaneceram fixados em
formalaldeido a 10% por 72 horas e posteriormente foram desidratados em sucessivas
concentracdes crescentes de alcool. Terminado o processo, foi realizada a clarificagdo dos
espécimes em xileno. A seguir o material foi incluido em blocos de parafina e submetido a

cortes longitudinais, com 4 de espessura para montagem das ldminas.

Apds montagem, as laminas foram posteriormente coradas pelas técnicas da
hematoxilina-eosina (para analise das alteragdes histologicas dos espécimes) e imuno-
histoquimica para avaliagdo da expressao tecidual da mieloperoxidase (MPO) que traduz o

grau de infiltragcdo neutrofilica.

A analise de cada lamina foi feita em microscopio 6ptico comum com aumento final de
200x. Os parametros histologicos foram analisados qualitativamente e quantitativamente
(morfometria computadorizada) por patologista experiente em enfermidades do trato digestivo
sem conhecimento com relagdo ao grupo experimental analisado. Foram analisados os

seguintes parametros histoldgicos principais: grau de atrofia epitelial, grau de perda epitelial,
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numero de células caliciformes presentes nas glandulas célicas, presenca de abscessos em

criptas cdlicas e grau de infiltrado inflamatorio nas camadas mucosa e submucosa.

A quantificagdo da expressdo tecidual de MPO foi mensurada por morfometria
computadorizada em trés campos em que existam pelo menos trés criptas integras em toda

sua extensao.

3.6. Morfometria computadorizada

A leitura das ladminas nos segmentos com e sem transito intestinal foram sempre
realizadas em local onde existiam pelo menos trés criptas contiguas integras. A imagem
selecionada foi capturada por camera de video previamente acoplada a microscopico 6ptico
(Eclipse DS50® - Nikon Inc., Japan). A imagem capturada foi processada e analisada pelo
programa NIS-Elements® (Nikon Inc., Japan) instalado em um computador (Pentium® 4 DC, 1
Gbyte Memodria RAM, 2 HD de 200Gbyte, placa de video-captura ASUS®). O contetdo
tecidual de MPO foi mensurado por morfometria computadorizada. Para medida do conteudo
tecidual de MPO utilizou-se microscépio 6ptico comum, com magnificagéo final de 200 vezes.
Considerou-se como reacao positiva a coloracao acastanhada que identificava a presencga da
MPO nos granulos azuréfilos dos neutrofilos. O programa de analise de imagens, através de
histogramas de cor determinava a intensidade de cor de cada area selecionada para a
mensuragao (neutrofilos marcados pelo anticorpo anti-MPO), transformando a cor escolhida
(acastanhada) em expressdo numérica porcentual para cada campo de visdo selecionado. O
valor final adotado para cada campo mensurado nos segmentos provido e desprovido de
transito intestinal foi representado pela média dos valores encontrados na avaliagao de trés
campos diferentes. Classificou-se o conteudo tecidual de MPO (infiltrado neutrofilico) segundo

a porcentagem de neutrdfilos corados por campo histologico (%/campo).

3.7. Técnica imuno-histoquimica para mieloperoxidase

Para realizacdo do ensaio imuno-histoquimico para pesquisa da enzima MPO nos
animais do grupo controle e naqueles tratados com infliximabe na dose de 5 mg/kg/sem e 10
mg/kg/sem utilizou-se como anticorpo primario anti-MPO (Dako Cytomation®, Copenhagen,

Dinamarca).
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A técnica para realizagédo do estudo imuno-histoquimico do presente trabalho baseou-
se em procedimento padronizado no laboratério de investigacdo médica da Universidade Sao

Francisco e anteriormente publicados (MARTINEZ et al., 2015).

Conforme orientagdo do fabricante do anticorpo primario, o controle positivo foi realizado
em espécimes de apéndice vermiforme humano com apendicite aguda, que devido a grande
presenca de infiltracdo neutrofilica, apresentam alta positividade para a imunocoloracéo

tecidual.

O controle negativo foi realizado no mesmo material, sem, contudo, adicionar-se o
anticorpo primario anti-MPO (MARTINEZ et al., 2015).

3.8. Escore Inflamatorio

No estudo histolégico foram consideradas as seguintes alterac¢des histolégicas: grau de
atrofia epitelial, grau de perda epitelial, numero de células caliciformes presentes nas
glandulas cdlicas, presencga de abscessos em criptas colicas e grau de infiltrado inflamatério
nas camadas mucosa e submucosa. Para cada uma dessas variaveis foram atribuidas, em
cruzes, as seguintes pontuagdes: 0 = ausente; + = leve; ++ = moderada; +++ intensa; ++++
muito intensa. A analise de cada uma dessas variaveis foi sempre realizada em trés campos

histolégicos distintos.

O escore inflamatério de cada animal foi obtido pela soma simples do valor médio
encontrado apés analise de cada uma dessas variaveis (grau de atrofia epitelial, grau de perda
epitelial, numero de células caliciformes presentes nas glandulas cdlicas, presenca de
abscessos em criptas célicas e grau de infiltrado inflamatério nas camadas mucosa e
submucosa). O escore inflamatorio foi calculado em cada um dos animais, em cada segmento
célico (com e sem transito intestinal) e para cada um dos grupos experimentais (SF 0,9%,

infliximabe 5mg/kg/sem e 10mg/kg/sem).

3.9. Analise Estatistica

Para o calculo dos valores encontrados apds as medidas de cada variavel em cada
segmento colico (com e sem transito fecal) e em cada grupo experimental (SF 0,9%,
infliximabe 5mg/kg/sem e infliximabe 10mg/kg/sem) utilizou-se estatistica descritiva e os
resultados foram expressos pelo valor médio e respectivo erro padrdo. Para avaliacdo do

padrao de distribuicdo amostral utilizou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Para a analise de
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todas as variaveis utilizou-se o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney adotando-se nivel de
significancia de 5% (p<0,05). Os resultados significantes obtidos quando se comparou de
forma pareada os valores obtidos nos colons com e sem transito fecal foram marcados com
um asterisco (*) quando o valor de p era menor que 5% (p<0,05) e com dois asteriscos (**)
quando menor que 1% (p<0,01). Os resultados significantes obtidos quando se comparou de
forma pareada os valores obtidos nos animais submetidos a intervengdo com SF 0,9%,
infliximabe 5mg/kg/sem e infliximabe 10mg/kg/sem, dentro de um mesmo segmento colico
(com ou sem transito intestinal) foram marcados com uma cruz (1) quando o valor de p era

menor que 5% (p<0,05) e com duas cruzes (11) quando menor do que 1% (p<0,01).
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4. RESULTADOS

A figura 1A mostra os segmentos do colon proximal nos animais submetidos a

intervengao com soro fisioldgico (SF).

A figura 1B e 1C mostram segmentos do célon provido de transito intestinal nos animais
submetidos a intervencao com infliximabe nas doses de 5 e 10 mg/kg/sem, respectivamente.

A figura 1D mostra segmento do célon desprovido de transito intestinal nos animais
submetidos a intervengao com SF, enquanto as figuras 1E e 1F, mostram segmentos sem
transito fecal, dos animais submetidos a intervencao com infliximabe nas dosagens de 5 e 10
mg/kg/sem, respectivamente.

FIGURA 1. (A) Colon proximal apés intervengdo com SF; (B) Célon proximal apos intervengdo com
infliximabe 5 mg/kg/sem; (C) Cdlon proximal ap6s interveng&o com infliximabe 10 mg/kg/sem; (D) Cdlon
distal apos intervengdo com SF; (E) Célon distal apos intervencdo com infliximabe 5 mg/kg/sem; (F)
Célon distal apés intervengéo com infliximabe 10 mg/kg/sem. (HE 200x)
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4.1. Avaliacao das Variaveis Histolégicas

4.1.1.Atrofia Epitelial

O grau de atrofia epitelial foi avaliado nos segmentos célicos providos (célon proximal)
e desprovidos de transito intestinal (colon distal), onde observou-se uma redugao da atrofia
epitelial no célon distal dos animais tratados com a maior dose de infliximabe (10 mg/kg/sem)
quando comparado ao grupo submetido a intervengédo com SF 0,9%. Porém, o mesmo nao
foi observado na menor dose e também ao avaliarmos o célon proximal, apenas um aumento
da atrofia quando comparado o célon distal ao proximal (Figura 2).

Atrofia epitelial

S.F. Infliximabe Infliximabe S.F. Inflixi Infliximab

\ 0,9% 5mg/Kg 10mg/Kg } \ 0,9% 5mg/Kg 10mg/Kg }

| |

Colon proximal Colon distal

FIGURA 2. Atrofia epitelial nos coélons providos e desprovidos de transito intestinal. Observa-se,
em média, com o respectivo erro padrao, o grau de atrofia epitelial nos segmentos célicos providos e
desprovidos de transito intestinal, nos animais tratados com SF 0,9%, infliximabe 5mg/kg/sem e
infliximabe 10mg/kg/sem. * = p<0,05 (SF distal > SF Proximal; Infliximabe 5mg/kg/sem distal >
Infliximabe 10 mg/kg/sem proximal; Infliximabe 10mg/kg/dia distal > Infliximabe 10 mg/kg/sem
proximal). T = p<0,05 Infliximabe 10mg/kg/sem distal < SF distal). Teste de Mann-Whitney.



33
4.1.2. Perda Epitelial
Ao avaliarmos a intensidade de perda epitelial, observa-se uma reducao dessa perda

no coélon distal dos grupos tratados com infliximabe em ambas as doses, quando comparados
ao grupo SF 0,9%. O mesmo nao foi observado no célon proximal (Figura 3).

*x p=0,003

25

15

++p=0003

Perda epitelial

0.5

S.F. Infliximabe Infliximabe S.F.
0,9% 5mg/Kg 10mg/K; 0,9% 5mg/Kg 10mg/Kg
\ el

Infliximabe Infliximabe

/

Colon proximal Colon distal

FIGURA 3. Perda epitelial nos célons providos e desprovidos de transito intestinal. Observa-se,
em média, com o respectivo erro padrdo, o grau de perda epitelial nos segmentos cdlicos providos e
desprovidos de transito intestinal, nos animais tratados com SF 0,9%, infliximabe 5mg/kg/sem e
infliximabe 10mg/kg/sem. ** = p<0,01 (SF distal > SF Proximal). 1+ = p<0,05 Infliximabe 10mg/kg/sem
distal < SF distal). t1= p<0,01 (Infliximabe 5mg/kg/sem distal < SF distal). Teste de Mann-Whitney.
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4.1.3.Abscessos de Criptas

A presencga de abscessos no interior das criptas coélicas também foi avaliada, mostrando
uma menor quantidade de abcessos cripticos no célon distal dos animais que foram tratados
com ambas as doses de infliximabe (5 e 10 mg/kg/sem), quando comparado ao grupo que
recebeu intervengao de SF 0,9%. Ja no coldon proximal, ndo houve alteragdo da presenca de

abcessos de criptas (Figura 4).

%% p =0,009

Abscessos em criptas

S F—— = S.F. Infliximabe Infliximabe

\ o:sss; 5mg/Kg 10mg/Kg } \ 0,9% 5mg/Kg 10mg/Kg }

| |

Colon proximal Colon distal

FIGURA 4. Abscesso de cripta nos célons providos e desprovidos de transito intestinal. Observa-
se, em média, com o respectivo erro padrdo, a intensidade da presenga de abscessos em criptas
célicas nos segmentos colicos providos e desprovidos de transito intestinal, nos animais tratados com
SF 0,9%, infliximabe 5mg/kg/sem e infliximabe 10mg/kg/sem. ** = p<0,01 (SF distal > SF Proximal).
= p<0,05 Infliximabe 5mg/kg/sem distal < SF distal; Infliximabe 10mg/kg/sem distal < SF distal). Teste
de Mann-Whitney.
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4.1.4.Infiltrado Inflamatorio

O infiltrado inflamatdrio foi avaliado, e considerando-se apenas o estudo histoldgico,
observou-se uma redugéo significativa do infiltrado no colon distal dos grupos tratados com
infliximabe quando comparados ao grupo SF 0,9%, enquanto que ndo houveram modificagdes

desse infiltrado no célon proximal (Figura 5).

Infiltrado inflamatoério

S.E. i e R S.F.

\ 0,9% 5mg/Kg 10mg/Kg } \ 0,9% 5mg/Kg 10mg/Kg }

| !

Célon proximal Colon distal

FIGURA 5. Infiltrado inflamatério nos célons providos e desprovidos de transito intestinal.
Observa-se, em média, com o respectivo erro padrao, o grau de infiltrado inflamatério na mucosa coélica
nos segmentos colicos providos e desprovidos de transito intestinal, nos animais tratados com SF 0,9%,
infliximabe 5mg/kg/sem e infliximabe 10mg/kg/sem. * = p<0,05 (SF distal > SF Proximal). + = p<0,05
Infliximabe 5mg/kg/sem distal < SF distal). 1= p<0,01 (Infliximabe 10mg/kg/sem distal < SF distal).
Teste de Mann-Whitney.



36

4.1.5.Células Caliciformes

O numero de células caliciformes esta aumentado nos segmentos cdlicos exclusos de
transito fecal (colon distal) dos animais tratados com SF 0,9%, quando comparado aos grupos
tratados com infliximabe, onde observa-se uma redugéao significativa da populagdo dessas
células. O tratamento com 10 mg/kg/sem de infliximabe mostrou uma redugao mais evidente

de células caliciformes (Figura 6).

** p=0,001
3.5 T

t p-006

* p=003

11 p=0005

Células caliciformes

S.F. i ixi S.F. Infliximabe Infliximabe
\ 0,9% 5mg/Kg 10mg/Kg } \ 0,9% 5mg/Kg 10mg/Kg }

| |

Colon proximal Célon distal

FIGURA 6. Células caliciformes. Observa-se, em média, com o respectivo erro padrdo, o nimero de
células caliciformes nas criptas colicas nos segmentos colicos providos e desprovidos de transito
intestinal, nos animais tratados com SF 0,9%, infliximabe 5mg/kg/sem e infliximabe 10mg/kg/sem. ** =
p<0,01 (SF distal > SF Proximal). T = p<0,05 Infliximabe 5mg/kg/sem distal < SF distal). 1= p<0,01
(Infliximabe 10mg/kg/sem distal < SF distal).
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4.2. Escore Inflamatoério

Para o escore inflamatorio, todas as variaveis histologicas foram consideradas. Os
animais tratados com ambas as doses de infliximabe, 5 e 10 mg/kg/sem, apresentaram
redugéo do escore inflamatorio no colon distal quando comparados ao grupo SF 0,9% (Figura
7).

18

p=0,02

Escore inflamatério

S.F. Infliximabe Infliximabe S.F. Infliximabe Infliximabe
0,9% 5mg/Kg 10mg/Kg 0,9% 5 mg/Kg 10mg/Kg
Coélon proximal Colon distal

FIGURA 7. Escore inflamatorio nos colons providos e desprovidos de transito intestinal.
Observa-se, em média, com o respectivo erro padrdo, o escore inflamatério nos segmentos colicos
providos e desprovidos de transito intestinal, nos animais tratados com SF 0,9%, infliximabe
5mg/kg/sem e infliximabe 10mg/kg/sem. * = p<0,05 (SF distal > SF Proximal). 1 = p<0,05 Infliximabe
5mg/kg/sem distal < SF distal; Infliximabe 10mg/kg/sem distal < SF distal). Teste de Mann-Whitney.



38

4.3. Avaliagao Imuno-histoquimica (Mieloperoxidase)

A figura 8A mostra os segmentos do colon proximal nos animais submetidos a

intervengao com soro fisioldgico.

A figura 8B e 8C mostram segmentos do célon provido de transito intestinal nos animais

submetidos a interveng¢ao com infliximabe nas doses de 5 e 10 mg/kg/sem, respectivamente.

A figura 8D mostra segmento do colon desprovido de transito intestinal nos animais
submetidos a intervengdo com soro fisiolégico, enquanto as figuras 8E e 8F, mostram
segmentos sem transito fecal, dos animais submetidos a intervengdo com Infliximabe nas

dosagens de 5 e 10 mg/kg/sem, respectivamente.

FIGURA 8. Imuno-histoquimica — Mieloperoxidase. (A) MPO cdlon proximal apds intervengao com
SF (B) MPO célon proximal apés intervengdo com Infliximabe 5 mg/kg/sem (C) MPO célon proximal
apos intervengdo com Infliximabe 10 mg/kg/sem (D) MPO célon distal apds intervengdo com SF (E)
MPO célon distal apés intervengéo com Infliximabe 5 mg/kg/sem (F) MPO célon distal apos intervengéo
com Infliximabe 10 mg/kg/sem.



39

Quando avaliado o contetudo tecidual de MPO, observou-se um aumento do infiltrado
neutrofilico no colén distal do grupo SF 0,9%, mas o tratamento com ambas as doses de

infliximabe foi capaz de reverter esse quadro, mostrando uma redugéo do infiltrado (Figura 9).

3,5
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p <0,0001
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p<0,0001
1.5 p <0,0001

Contetdo tecidual de MPO (%/campo)
N
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S.F. Infliximabe Infliximabe S.F. Infliximabe Infliximabe
0,9% 5mg/kg/sem  10mg/kg/sem 0,9% 5mg/kg/sem  10mg/kg/sem
\ Y J \ )
Célon proximal Cdlon distal

FIGURA 9. Concentragao tecidual da MPO nos coélons providos e desprovidos de transito
intestinal. Observa-se a concentragao tecidual da MPO nos célons providos e desprovidos de transito
intestinal nos animais tratados com SF 0,9% infliximabe 5mg/kg/sem e infliximabe 10 mg/kg/semana.
** = p<0,01 (SF distal > SF Proximal). 11 = p<0,01 (Infliximabe 5mg/kg/sem distal < SF distal; Infliximabe
10mg/kg/sem distal < SF distal). Teste de Mann-Whitney.
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5. DISCUSSAO

O correto tratamento da CD torna-se relevante quando se considera que muitos doentes
submetidos a operag¢des de derivagéo intestinal, necessitam manter o estoma por longos
periodos de tempo e que alguns destes pacientes nunca terdo seu transito intestinal
restabelecido (SZCZEPKOWSKI et al., 2014). Estudo avaliando 162 doentes submetidos a
intervencgdes para o tratamento do cancer de reto mostrou que nao foi possivel realizar-se o
fechamento do estoma em 14,5%, condenando a maioria deles, a conviverem ndo s6 com a
presenca do estoma, mas com os limitantes sintomas CD pelo resto de suas vidas (CHIU et
al., 2014).

A CD apresenta curso clinico variado. Boa parte dos doentes permanecera pouco
sintomatica por um longo periodo da vida, porém, a maior parte deles, com o passar dos anos
vai apresentar os sintomas da doenga com intensidade variada (SOUSA et al., 2008;
NONOSE et al., 2009; MARTINEZ et al., 2010). Os doentes que evoluem com as formas leves
e moderadas da CD geralmente queixam-se de hematoquezia, eliminagdo de muco fétido pelo
anus, dor abdominal e febre (SOUSA et al., 2008). Ja os doentes que evoluem com as formas
graves da CD desenvolvem ulceragdes superficiais e profundas na mucosa do colon excluso,
infiltrado fibrino-purulento na superficie mucosa, abscessos perianais e fistulas. Essas
condigbes além de agravarem os sintomas tornam o diagndstico diferencial com as formas
mais graves das DIl um grande desafio, mesmo apds analise de médicos patologistas com
experiéncia em DIl (MARTINEZ et al., 2010).

N&o obstante, o restabelecimento do transito fecal ser a estratégia mais légica e eficaz
para o tratamento da CD nos enfermos com as formas mais graves da doenga, torna-se um
procedimento de risco, pois o cirurgido tera que realizar uma anastomose cirdrgica num
segmento intestinal inflamado e, portanto, com maior risco de complicagdes da anastomose
(HABR-GAMA et al., 1997). O maior risco de complica¢des tornando o restabelecimento do
transito intestinal um procedimento de risco ndo desprezivel, aliado a necessidade de
convivéncia com os sintomas limitantes da CD, impactam negativamente na qualidade de vida
de pacientes que ja convivem com as limitagdes na qualidade vida impostas pela presenca
do estoma (PACHECO et al., 2012).

Diferentes teorias foram propostas para explicar a etiopatogenia da CD. Desde o
trabalho pioneiro de Harig et al. (1989), a CD vem sendo considerada uma sindrome de
deficiéncia energética atribuida a falta no suprimento de AGCC decorrente da derivagéo fecal.
Os autores, estudando quatro doentes, mostraram que a aplicacado de clisteres contendo

AGCC duas vezes ao dia, por quatro a seis semanas, nos segmentos sem transito intestinal
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de doentes submetidos a derivacédo intestinal, foi capaz de reverter os sintomas e as
alteracdes histoldgicas por um periodo sustentado de até 14 meses (HARIG et al., 1989). A
partir desses resultados os autores propuseram que a CD poderia representar um estado
inflamatério cronico resultante de uma deficiéncia nutricional do epitélio colico, que poderia
ser revertida pela aplicagdo tépica de AGCC. Depois deste estudo pioneiro, uma série de
autores confirmaram, clinica e experimentalmente, a eficacia do tratamento da CD por meio
da aplicagdo de clisteres contendo AGCC. (AGARWAL; SCHIMMEL, 1989; ROEDIGER,
1990; GUILLEMOT et al., 1991; HAQUE; WEST, 1992; NEUT et al., 1995; MORTENSEN;
CLAUSEN, 1996; SCHEPPACH et al., 1997; VELAZQUEZ; LEDERER; ROMBEAU, 1997;
COOK; SELLIN; 1998; EDWARDS; GEORGE; WARREN, 1999; OLIVEIRA-NETO; AGUILAR-
NASCIMENTO, 2004; NASRRI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2010; PACHECO et al, 2012;
KABIR et al., 2014; LUCERI et al., 2016). Todavia, uma das principais limitagées do tratamento
da CD através da aplicacao de clisteres ou supositérios contendo AGCC se deve a falta de
aderéncia dos doentes ao tratamento. Os enfermos queixam-se do forte odor exalado pelo
acido butirico, componente das solu¢des nutricionais ricas em AGCC, que se impregha nas
maos dos pacientes tornando extremamente desagradavel a manipulagdo da substancia
(LAMEIRO et al.,, 2011). Os doentes queixam-se de que apesar da higiene constante e

vigorosa das maos e do perineo o forte odor fecal é dificil de ser eliminado.

Com o objetivo de corrigir o processo inflamatério mucoso sem os inconvenientes do
uso de solugdes de AGCC, outras estratégias terapéuticas foram propostas para o tratamento
da CD. Estudos clinicos mostraram que a aplicacdo de enemas com acido 5-ASA
(mesalazina) é uma estratégia terapéutica eficaz para o tratamento da doenca
(TRIANTAFILLIDIS et al., 1991; TRIPODI; GORCEY; BURAKOFF, 1992; KOMINAMI et al.,
2013; MATSUMOTO; MASHIMA, 2016). A maioria desses estudos atribui a eficacia da droga
as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias. O uso de antioxidantes para o
tratamento da CD baseia-se em evidéncias clinicas e experimentais mostrando que a falta do
suprimento regular de AGCC a mucosa colica, modifica o metabolismo energético das células
do epitélio colico excluso de transito, que passam a produzir maiores quantidades de RLO
(PRAVDA, 2005; MARTINEZ et al., 2010). Esses radicais livres apresentam alta toxicidade
aos diferentes mecanismos de defesa que compde a barreira epitelial célica (MARTINEZ et
al., 2010; CALTABIANO, et al., 2011; KADRI et al., 2013). A maior produgéo de RLO aliada a
reconhecida deficiéncia dos sistemas antioxidantes presentes na mucosa célica resultam num
permanente estado de estresse oxidativo (MARTINEZ et al., 2010). Assim, diferentes
substancias quimicas naturais ou sintéticas que possuam atividade antioxidante e anti-

inflamatéria passaram a ser avaliadas, experimentalmente, no tratamento da CD com
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resultados promissores. Todavia, o uso de clisteres com substancias antioxidantes utilizados
como terapia isolada para o tratamento das formas graves da CD, assim como ocorre nas

formas graves de DII, mostra-se menos eficaz (MARTINEZ et al., 2015).

Quando se considera o tratamento das formas graves das DIl, a terapia biolégica
utilizando anticorpos anti-TNF-a. como o infliximabe ou adalimumabe, ou anticorpos anti-
integrinas inflamatérias como o vedolizumabe, representa a estratégia terapéutica mais
eficiente conhecida até a presente data. A terapia com anti-TNF-a. em portadores de RCUI e
doenga de Crohn, associada ou ndo a imunossupressores € reconhecida como a estratégia
terapéutica padrao ouro para o tratamento dessas enfermidades, pois esta associada aos
melhores resultados no que concerne ao alivio dos sintomas, regressdo do processo
inflamatério mucoso e reparagao cicatricial do epitélio intestinal e manutencdo de uma
resposta clinica sustentada (BAU et al., 2017; FUCHS et al., 2017; ZACHARIAS et al., 2017).
A utilizacdo da terapia biolégica em portadores de DIl baseia-se nas evidéncias que esses
doentes produzem niveis teciduais elevados de citocinas pré-inflamatérias e, em particular o
TNF-a (BAU et al., 2017). Estudos recentes mostraram que, com o uso da terapia biologica
com anti-TNF-a, mais de 40% dos doentes apresentam remissao total dos sintomas apés oito
semanas de tratamento e que a maioria dos enfermos se mantém assintomatico apés um ano
de tratamento (ZACHARIAS et al., 2017).

Apesar de estudos experimentais em modelos de CD terem mostrado que a medida que
o processo inflamatério no célon excluso se agrava existe aumento na formacao tecidual de
citocinas pré-inflamatdrias, particularmente, IL-1B, IL-6 e TNF-a, até a presente data o uso da
terapia biolégica com anti-TNF-a nos casos graves de CD nunca foi avaliada. Do mesmo
modo, ndo se conhecem os efeitos da terapia biolégica com anticorpos anti-TNF-a em

modelos experimentais de CD, o que torna este estudo pioneiro.

A produgdo aumentada de TNF-a a partir de células inflamatérias no colon excluso de
transito fecal ja foi descrita anteriormente (PACHECO et al., 2012; ALVARENGA et al., 2014).
Estudo experimental submeteram 60 ratos a derivagao do transito intestinal por meio de uma
colostomia proximal terminal e sepultamento do segmento distal do célon no interior do
abdémen (PACHECO et al., 2012). Os autores subdividiram os animais em trés grupos
experimentais, segundo serem submetidos a aplicagao de clisteres no reto excluso contendo
SF 0,9%, butirato ou glutamina. Ao avaliarem os conteudos teciduais de TNF-qa, IL-13 e TGF-
B apéds oito semanas de intervengao, os autores verificaram que nos animais tratados com SF
0,9%, havia aumento significativo do conteudo tecidual de todas as citocinas, particularmente

do TNF-a. Os valores teciduais de TNF-a, IL-18 e TGF-f diminuiam significativamente, nos
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animais tratados com ambas as solugbes nutricionais propostas (PACHECO et al., 2012). Os
autores acreditam que o importante aumento do infiltrado inflamatério na 1amina propria, as
alteracdes atroéficas do epitélio cdlico, conjuntamente com a maior producgao local de citocinas
inflamatorias (TNF-a e IL-1B) torna a resposta inflamatéria da CD do tipo Th1, portanto,
semelhante a que ocorre nos doentes com RCUI. Contudo, nesse estudo, os autores nao

avaliaram os efeitos do uso de anticorpos anti-TNF-a no modelo proposto.

Outros autores avaliaram os efeitos da aplicacdo de clisteres no colon excluso com
Styela plicata, substancia com atividade anti-inflamatéria (ALVARENGA et al., 2014). Os
resultados encontrados mostraram que nos animais do grupo controle havia significante
aumento no conteudo tecidual de TNF-a. De modo contrario, nos animais tratados com Styela
plicata havia redugéo no processo inflamatério tecidual, avaliado por histologia, assim como
nos niveis teciduais de TNF-a. mensurados por meio de ensaio bioquimico (ALVARENGA et
al., 2014). Do melhor do nosso conhecimento, até a presente data, esses sdo os unicos dois
estudos disponiveis na literatura onde se mensurou o conteudo tecidual de TNF-a em modelos
experimentais de CD. Os resultados desses dois estudos, em sintese, mostraram que no
célon excluso de transito fecal ndo submetido a intervencgéo, existe um aumento na producao
tecidual de TNF-a (PACHECO et al.,, 2012; ALVARENGA et al., 2014). Diante desses
achados, seria interessante avaliar se a terapia biolégica empregando anti-TNF-a é capaz de
melhorar o processo inflamatério na mucosa colica desprovida de transito fecal que
desenvolve CD. Entretanto, como referido anteriormente, essa possibilidade ainda no tinha

sido avaliada.

O uso de anticorpos anti-TNF-o ja foi utilizado em modelos experimentais de colite
induzida por TNBS (TRIANTAFILLIDIS et al., 2005; FRIES et al., 2008; CLEMENTE et al.,
2012; GOTARDO et al., 2014). Os resultados mostraram que a terapia com anti-TNF-q foi
capaz de melhorar o processo inflamatorio tecidual e reduzir os niveis teciduais de TNF-a
(TRIANTAFILLIDIS et al., 2005; FRIES et al.,, 2008; CLEMENTE et al., 2012;). Nesses
modelos de colite induzida, os autores verificaram que a aplicacdo subcutanea de infliximabe
nas doses de 5 mg/kg/sem e 10 mg/kg/sem reduziram o escore de atividade inflamatério na
mucosa colica, os niveis de TNF-a e 0s niveis teciduais de malondialdeido, um importante
marcador de estresse oxidativo tecidual (TRIANTAFILLIDIS et al., 2005). Outro estudo
avaliando o uso de anti-TNF-a associado ou n&o a substancias antioxidantes também mostrou
que essa estratégia de medicamentos é eficaz para o tratamento da colite induzida por sulfato
de dextrana reduzindo os niveis teciduais de TNF-a e melhorando as alterag¢des inflamatorias
da mucosa colica (BAROLLO et al., 2011).
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Quando se mostra que terapia biologica com anti-TNF-a foi eficaz para reduzir o
processo inflamatério mucoso em modelos de colite quimicamente induzida, é possivel que
essa estratégia terapéutica, também pudesse se mostrar eficaz no tratamento da CD
experimental. Caso a substancia mostre-se eficaz em modelos experimentais de CD, talvez
possa ser utilizada com uma estratégia terapéutica alternativa para o tratamento das formas
mais graves de CD que acomete o homem. Contudo, como ja referido, do melhor do nosso

conhecimento essa estratégia terapéutica sequer foi avaliada experimentalmente.

Os resultados do presente estudo mostraram que nos segmentos colicos providos de
transito fecal, onde o suprimento de AGCC encontra-se preservado (c6lon proximal), todos os
parametros inflamatorios estudados (atrofia epitelial, perda epitelial, presenca de abscessos
de criptas, numero de células caliciformes e infiltrado inflamatério) ndo se modificaram
independente da substancia de intervengao utilizada (SF 0,9% ou infliximabe). Essas variaveis
histolégicas também n&o sofreram modificagado independente da concentracdo de infliximabe
utilizada (5 mg/kg/sem ou 10 mg/kg/sem). Quando se utilizou os resultados encontrados com
a somatéria dessas variaveis para estratificar o escore inflamatdrio constatou-se que também
ndo houve modificagdes significativas, independente da substancia ou da concentracéo
empregada. Da mesma forma, os niveis de MPO mensurados também n&o se modificaram
nos segmentos colicos com transito preservado, independente da substancia de intervencgéo
ou da sua concentracdo. Esses resultados confirmam a importancia do suprimento regular de
AGCC na preservagéo da integridade do epitélio mucoso intestinal, assim como na prevencéao
da inflamacgao local. E provavel que o suprimento regular de AGGC no célon provido de
transito intestinal mantenha os mecanismos de produgéo de energia pelas células epiteliais
do colén (respiracdo celular) normais, evitando a producdo excessiva de RLO e,
consequentemente, sem dano oxidativo aos diferentes sistemas de defesa que compde a
barreira mucosa (MARTINEZ et al., 2010).

Todavia, quando se avaliou no presente estudo as alteragbes histologicas nos
segmentos desprovidos de transito fecal (portanto sem oferta regular de AGCC) os resultados
encontrados mostraram alteragdes significativas. Verificou-se que nos animais tratados com
infliximabe na concentracdo de 10 mg/kg/sem havia menor atrofia epitelial guando comparado
aos animais submetidos a intervengcdo com SF 0,9%. Apesar na atrofia epitelial também ser
menor nos animais tratados com concentragdo menor de infliximabe (5 mg/kg/sem) essa
reducdo no grau de atrofia ndo se mostrou significante quando comparados aos animais
tratados com SF 0,9%. Esses achados sugerem que o uso de anti-TNF-a em concentragdes
mais elevadas é capaz de preservar a altura das glandulas colicas, fato importante para

preservacao das funcdes absortivas da mucosa intestinal.
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Quando se avaliou a intensidade de perda epitelial nos segmentos exclusos de transito
fecal, os resultados encontrados mostram que nos animais tratados com infliximabe,
independente da concentracao utilizada (5 mg/kg/dia ou 10 mg/kg/sem), havia reducéo
significativa no grau de perda epitelial quando comparado aqueles submetidos a intervencao
com SF 0,9%. Esses mesmos resultados ja tinham sido descritos em estudos experimentais
que avaliaram os efeitos da terapia com anti-TNF-a na regeneracédo do epitélio colico em
modelos de colite-induzida (TRIANTAFILLIDIS et al., 2005). Nesses estudos os autores
também mostraram que independente da concentracdo utilizada (5 mg/k/sem, 10 mg/kg/sem
ou 15 mg/kg/sem), a semelhanca dos resultados encontrados neste estudo, a redugéo da
perda epitelial ndo se modificou. Os resultados encontrados no presente estudo sugerem que
0 uso de anti-TNF-a, mesmo em concentragbes menores, ja é capaz de reduzir a perda
epitelial, um importante parametro utilizado para a avaliacdo da eficacia terapéutica de
diferentes medicamentos utilizados para o tratamento das DIl. Em dltima analise, os
resultados sugerem que o emprego da terapia bioldégica com anti-TNF-a foi capaz de
preservar o epitélio do cdélon excluso de transito, ndo obstante o intestino grosso estar sob
uma privacdo no fornecimento de AGCC. E possivel que o fornecimento de solucdes
nutricionais ricas em AGCC, concomitante com a terapia biolégica talvez pudesse reduzir
ainda mais a perda epitelial. Essa associacao terapéutica sera avaliada em breve pelo nosso

grupo.

Quando se avaliou a presenga de abscessos no interior das criptas cdlicas (importante
parédmetro histolégico para o diagnostico das diferentes formas de colite) nos segmentos
exclusos de transito fecal, os resultados encontrados mostraram que os animais tratados com
infliximabe independente da concentragdo utilizada (5 mg/kg/dia ou 10 mg/kg/sem) cursavam
com menor quantidade de abscessos cripticos em relacdo aos submetidos a intervengdo com
SF 0,9%. Esses achados mostram que a terapia com anti-TNF-a diminuiu a formagao de
abscessos. Os resultados encontrados mostraram ainda que, quando ao se utilizar
concentragcbes mais elevadas, a reducdo na formacido dos abscessos € ainda maior. Um
estudo que avaliou a porcentagem de mucosa sem processo inflamatério agudo em modelo
experimental de colite quimicamente induzida mostrou que concentragbes de 5 mg/kg/sem e
10 mg/kg/sem apresentaram melhora da inflamagdo mucosa e que quando se utilizava
concentracdes mais elevadas n&o havia melhora desses resultados (TRIANTAFILLIDIS et al.,
2005). Neste estudo, apesar de ndo ter sido utilizado concentragdes maiores que 10
mg/kg/sem os resultados encontrados no modelo de CD foram semelhantes os encontrados

por autores que utilizaram modelos de colite induzida por TNBS (TRIANTAFILLIDIS et al.,
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2005). Assim a aplicacdo subcutdnea de anti-TNF-a mostrou eficacia na prevencédo da

formacdo de abscessos nas criptas colicas.

De modo semelhante, quando se avaliou o infiltrado inflamatério, considerando apenas
o estudo histolégico, verificou-se redugao significativa nos animais tratados com infliximabe
quando comparado aos animais tratados com SF 0,9%, independente da concentracao
empregada (5 mg/kg/sem ou 10 mg/kg/sem). Verificou-se, contudo, que quando foram
utilizadas concentragdes mais elevadas a reducao do infiltrado inflamatério em relagao aos
animais do grupo controle foi ainda mais evidente. Esses achados sugerem que exista uma
relacdo entre dose e efeito quando se considera a reducao do infiltrado inflamatério tecidual.
Resultados semelhantes, também foram encontrados em outros estudos que utilizaram

modelos de colite induzida quimicamente (SHEN et al., 2007).

A producdo do muco que recobre o epitélio cdélico esta na dependéncia direta de uma
populagdo normal de células caliciformes. O muco que recobre o epitélio intestinal constitui-
se na primeira linha de defesa contra a infiltragdo de patdgenos e antigenos presentes na luz
do célon. Estudos experimentais mostraram que no célon desprovido de transito fecal ocorrem
modificagbes no conteudo e na forma de expressdo dos diferentes subtipos de mucinas,
principal glicoproteina presente na camada de muco (NONOSE et al., 2009; MARTINEZ et al.;
2010). Essa alteragdo na produgdo de mucinas encontra-se diretamente relacionada a
modificagbes na populacdo de células caliciformes no célon excluso de transito intestinal
(MELLO et al., 2012). Os resultados do presente estudo mostraram que no colon com transito
intestinal existe preservagdo do numero de células caliciformes, independente da solugéo de
intervencao utilizada. Esses achados sugerem que o suprimento regular de AGCC reduzindo
0 processo inflamatério seja o fator mais importante na preservagdo da populacdo dessas
células nas glandulas intestinais. De modo distinto, no cdlon excluso, com o menor
fornecimento de AGCC, instala-se o processo inflamatério mucoso com consequente aumento
na producao de muco. Cabe lembrar que um dos principais sintomas dos portadores de CD é
justamente a eliminagdo de muco em grande quantidade a partir do colon excluso (GLOTZER;
GLICK; GOLDMAN, 1981; KELI et al., 1997; DAVID et al., 2009). Assim, com o0 aumento do
processo inflamatério ocorre maior producdo de muco pelas células caliciformes como
tentativa de proteger a mucosa cdlica. Os resultados encontrados neste estudo parecem
confirmar essa possibilidade. Nos segmentos coélicos exclusos de transito fecal dos animais
tratados com SF 0,9% houve um aumento significativo da populagéo de células caliciformes
quando comparados os segmentos providos de transito desses mesmos animais. Quando se
analisa o numero de células caliciformes nos segmentos sem transito fecal dos animais

tratados com infliximabe verifica-se reducao significativa na populacao dessas células quando
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comparado com animais submetidos a intervencdo com SF 0,9%. Quando se utilizou
concentracao maior (10 mg/kg/dia) esses achados foram ainda mais evidentes. Assim, esses
resultados sugerem que a melhora do processo inflamatério nos animais tratados com
infliximabe, independente da concentragdo empregada, reduzindo o processo inflamatério
diminui a populagédo de células caliciformes e, consequentemente, a populacdo de células
caliciformes. Contudo, € importante lembrar que mesmo nos animais tratados com infliximabe
na maior concentracdo a populagcéo de células caliciformes nas glandulas codlicas é ainda
maior que no célon provido de transito. Esse achado reforca a importancia do suprimento
adequado de AGCC com consequente reducéo da formacdo de RLO para a homeostase da
producao de muco. Estudos utilizando clisteres com substancias antioxidantes no coélon
excluso mostraram melhora do processo inflamatério e manutencdo da producdo de muco
(CHAIM et al., 2014; BONASSA et al., 2015)

Quando foram consideradas todas as variaveis histologicas em conjunto para
estratificar-se o escore inflamatério verificou-se que os animais tratados com infliximabe,
independente da concentragao utilizada (5 mg/kg/sem ou 10 mg/kg/sem) apresentou redugéo
significativa do escore, quando comparado aos animais submetidos a intervengdo com SF
0,9%. Esses achados sugerem que, quando se consideram varios parametros utilizados para
avaliar a eficacia da terapia bioldgica utilizando-se anticorpos monoclonais anti-TNF-a, a
estratégia terapéutica mostrou-se eficaz no tratamento da CD experimental, tornando-se uma

estratégia terapéutica eficaz para o tratamento da doenga.

A eficacia do tratamento da CD experimental com a terapia biolégica com anti-TNF-a
fica ainda mais evidente quando se avalia os resultados encontrados em relagao ao infiltrado
neutrofilico avaliado pelo conteudo tecidual de MPO. Verificou-se que os animais tratados
com infliximabe, independente da concentragao utilizada, apresentaram importante reducéo
do conteudo tecidual de MPO quando comparado aos animais submetidos a intervengdo com
SF 0,9%. A reducao nos niveis teciduais de MPO se manteve independente da concentracao
empregada. A melhora do infiltrado neutrofilico pela medida do conteudo tecidual de MPO
mostrou-se relacionada a melhora de todos os outros parametros histolégicos avaliados,

confirmando a eficacia do medicamento.

Todos os resultados encontrados no presente estudo sugerem que, apesar do
tratamento da CD com emprego da terapia biolégica com anti-TNF-a ainda nao estar
estabelecido, é possivel que essa estratégia possa ter lugar no arsenal terapéutico para o
tratamento da doenga, particularmente nas formas graves da enfermidade. Nao obstante este

estudo ter carater experimental, a terapia biolégica com anti-TNF-a ja vem sendo utilizada
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rotineiramente em todo o mundo para o tratamento das principais formas de DIl que acometem
o homem. Essa evidéncia, aliada aos resultados de estudos experimentais mostrando que o
uso de anticorpos anti-TNF-a melhora o processo inflamatério mucoso, sugere que o emprego
da terapia biolégica na CD humana torne-se uma possibilidade terapéutica factivel de ser
avaliada. Os resultados encontrados neste estudo experimental mostrando que a terapia
biolégica com anti-TNF-a foi eficaz no tratamento da CD experimental abrem uma nova

perspectiva para indicagao da terapia com anti-TNF-a nas formas mais graves da CD humana.
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CONCLUSOES

1. A administracdo de anticorpos monoclonais anti-TNF-a. diminui a atrofia de criptas

colicas e reduz a perda epitelial da mucosa colica desprovida de transito fecal,

2. A administragdo de anticorpos monoclonais anti-TNF-a reduz a formacdo de
abscessos de criptas colicas, diminui o infiltrado inflamatério e melhora o escore

inflamatério na mucosa célica desprovida de transito fecal;

3. A terapia biolégica com anticorpos monoclonais anti-TNF-o. reduz o infiltrado

neutrofilico na mucosa colica desprovida de transito fecal.
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Braganga Paulista, 29 de Setembro de 2016

Projeto de Pesquisa: “Avaliagao dos efeitos da terapia biolégica com ANTI_TNF-a na Colite de
Exclusdo: Estudo em Ratos".
Area de Conhecimento: Ciéncias da Salde/Cirurgia Experimental: 4.01.02.14-9
Autor(es): Prof® Dr. Carlos Augusto Real Martihez; Prof. Dr. José Aires Pereira; Prof®. Dra.
Manoela Marques Ortega;
Instituigdo: Universidade S&o Francisco
Protocolo: 001.08.2016 verséo 2
IP. Ciuca: 200.225.122.34
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IDENTIFICACAO DO MEDICAMENTO

REMICADE®

infliximabe

APRESENTACAO
P liofilizado para solugdo concentrada para infusdo em embalagem com 1 frasco-ampola de uso @nico com

100 mg de infliximabe.
USO INTRAVENOSO
USO ADULTO E PEDIATRICO ACIMA DE 6 ANOS

COMPOSICAO

REMICADE® 100 mg:

Cada frasco-ampola contém 100 mg de infliximabe para ser reconstituido com 10 mL de agua para injetaveis e,
posteriormente, diluido em cloreto de sodio 0,9% para infusao.

Excipientes: fosfato de sddio monobasico monoidratado, fosfato de sodio dibasico di-hidratado, polissorbato 80

€ sacarose.
INFORMAGCOES AO PACIENTE

PARA QUE ESTE MEDICAMENTO E INDICADO?

REMICADE® ¢ um medicamento usado para tratar pacientes adultos e pediétricos com doenga de Crohn, com
colite ou retocolite ulcerativa, pacientes adultos com doenga de Crohn fistulizante, artrite reumatoide,
espondilite anquilosante, artrite psoridsica e psoriase em placa. Nessas doengas, o corpo produz uma
quantidade maior de uma substancia chamada fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa). Essa quantidade maior
de substincia faz com que o sistema imunologico do seu corpo ataque o tecido saudavel causando uma
inflamagdo. Bloquear o TNF-alfa com REMICADE® pode reduzir a inflamac&o, mas pode também diminuir a
capacidade do seu sistema imunologico em combater infecgdes. O seu médico decidiu tratd-lo com

REMICADE® porque sua doenga ainda esté ativa, mesmo que vocé tenha tentado outros tratamentos.

Artrite Reumatoide

A artrite reumatoide ¢ uma doenga inflamatoria das articulagdes. Se vocé tem artrite reumatoide de moderada a
gravemente ativa, sera tratado com REMICADE® associado ao metotrexato para:

- reduzir os sinais e sintomas da sua doenga;

- prevenir as lesdes nas articulagdes;

- melhorar a fungao fisica.
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Espondilite Anquilosante

A espondilite anquilosante é uma doenca inflamatéria da coluna. Caso tenha espondilite anquilosante, e ndo
responda ou tolere outros medicamentos, vocé receberda REMICADE® para:

- reduzir os sinais e sintomas de sua doenga, incluindo amplitude de movimento;

- melhorar a fungao fisica.

Artrite Psoridsica

A artrite psoriasica ¢ uma doenga inflamatoria das articulagdes, frequentemente acompanhada por psoriase.
Caso tenha artrite psoridsica ativa que ndo responde a outros medicamentos, vocé recebera REMICADE® para:
- reduzir os sinais e sintomas da sua artrite, incluindo redugdo da dor e inchago em torno das suas articulagdes;
- melhorar a psoriase;

- melhorar a fungao fisica.

Psoriase em placa

A psoriase em placa ¢ uma doenca inflamatoria da pele. Se vocé tiver psoriase em placas de moderada a grave,
e o0 tratamento sistémico por fototerapia ou convencional tem sido inadequado ou inapropriado, vocé recebera
REMICADE® para:

- reduzir os sinais e sintomas da sua psoriase;

- melhorar sua qualidade de vida.

Doenga de Crohn
A doenga de Crohn ¢ uma doenca inflamatoria intestinal. Se vocé ¢ adulto e tem a doenga de Crohn moderada

ou grave que esta ativa e ndo responde a outros medicamentos, vocé recebera REMICADE® para:

reduzir os sinais e sintomas de sua doenga;

- induzir e manter a remissdo (estagio sem sintomas) de sua doenga;

induzir a cicatrizagdo do tecido intestinal;

melhorar sua qualidade de vida, ajudando-o a se sentir melhor;

- reduzir o numero de drenagens de fistulas (abertura anormal através da pele a partir do intestino).

Se vocé for crianga com doenga de Crohn, vocé recebera REMICADE® para:
- reduzir os sinais e sintomas de sua doenga;
- induzir e manter a remissdo (estagio sem sintomas) de sua doenga;

- melhorar sua qualidade de vida, ajudando-o a se sentir melhor.

Colite ou Retocolite Ulcerativa

A colite ou retocolite ulcerativa é uma doenca inflamatoria do intestino. Caso tenha colite ou retocolite
ulcerativa de moderada a grave que esta ativa e ndo responde a outros medicamentos, vocé recebera
REMICADE® para:

- reduzir os sinais e sintomas de sua doenga;
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- induzir e manter remissio de sua doenga;

- induzir e manter a cicatrizagdo da mucosa;

- reduzir ou eliminar o uso de corticosteroides;

- melhorar sua qualidade de vida em adultos, ajudando-o a se sentir melhor;
- reduzir a necessidade de remover o intestino grosso.

Se vocé for uma crianga ou adolescente com colite ou retocolite ulcerativa, vocé recebera REMICADE® para:

reduzir os sinais e sintomas de sua doenga;

- induzir e manter a remissdo de sua doenga;

induzir e manter a cicatrizagdo da mucosa;

reduzir ou eliminar o uso de corticosteroides.

COMO ESTE MEDICAMENTO FUNCIONA?

REMICADE® tem como objetivo reduzir a atividade inflamatéria. O ingrediente ativo, infliximabe, ¢ um
anticorpo monoclonal quimérico humano-camundongo. Anticorpos monoclonais sio proteinas que reconhecem
e se ligam a outras proteinas especificas. O infliximabe se liga fortemente a uma proteina especial no corpo
chamada Fator de Necrose Tumoral alfa ou TNF-alfa, envolvida com a inflamagdo. O aumento da quantidade
de TNF-alfa ¢ comum em doengas inflamatdrias, como: artrite reumatoide, doenca de Crohn, colite ou

retocolite ulcerativa, espondilite anquilosante, artrite psoriasica e psoriase em placa.

QUANDO NAO DEVO USAR ESTE MEDICAMENTO?

Este medicamento é contraindicado para uso por pessoas que tenham:

- alergia a0 REMICADE® ou qualquer outro componente do produto (sacarose, fosfato de sodio e

polissorbato 80);

- alergia a proteinas de camundongos (murinas);

- uma infecgdo que esta sendo tratada. Se vocé tem ou pensa que pode ter uma infecg¢do, pergunte ao seu
médico se ¢ um tipo de infec¢do que poderia levar ao aparecimento de eventos adversos graves de
REMICADE";

- insuficiéncia cardiaca, pois vocé pode nio ser um candidato para o tratamento com REMICADE®. Seu

médico ira decidir se vocé deve receber REMICADE®.

O QUE DEVO SABER ANTES DE USAR ESTE MEDICAMENTO?

Antes de receber o tratamento com REMICADE®, vocé deve informar ao seu médico se:

- tem uma infecgdo que ndo passa ou uma historia de infecgdo recorrente.

- teve tuberculose (TB), ou se, recentemente, vocé esteve em contato com alguém que possa ter TB. O seu
médico ira examina-lo e realizar um teste de pele. Se o médico achar que vocé corre o risco de ter TB, ele
podera iniciar um tratamento para TB antes de iniciar o tratamento com REMICADE®,

- vocé viveu ou viajou para uma area onde as infec¢des chamadas histoplasmose, coccidioidomicose ou

blastomicose sdo comuns. Essas infecgdes sdo causadas por fungos que podem afetar os pulmdes ou outras
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partes de seu corpo. Se vocé ndo sabe se essas infecgdes sdo comuns na area onde viveu ou viajou, pergunte

a0 seu médico.

tem insuficiéncia cardiaca ou ja teve ou atualmente tem alguma doenga cardiaca. Se vocé apresentar novos
ou agravamento dos sintomas de insuficiéncia cardiaca, tais como falta de ar ou inchaco dos pés, vocé deve

informar ao seu médico.

tem ou teve uma condigdo que afeta o sistema nervoso, como esclerose multipla, sindrome de Guillain-Barré,
ou convulsdes, ou se tiver sido diagnosticado com neurite optica. Vocé deve informar ao seu médico se sentir

dorméncia, formigamento, distirbios visuais ou convulsdes.

recebeu recentemente ou esta programado para receber uma vacina.

Se vocé tiver um bebé durante o tratamento com REMICADE®, informe ao pediatra que vocé esta usando
REMICADE?® antes do bebé receber qualquer vacina, incluindo vacinas de virus vivos, como BCG (usada
para a prevencdo de tuberculose). Para maiores informagdes veja os itens relacionados a Gravidez e

Amamentagao.

recebeu recentemente ou se estiver programado para receber tratamento com um agente terapéutico

infeccioso (tal como instilagdo de BCG, usada para o tratamento de cancer).

Gravidez

Informe ao seu médico se vocé esta gravida, planeja engravidar ou se esta amamentando. Se vocé tiver um bebé
durante o tratamento com REMICADE®, ¢ importante informar ao pediatra e a qualquer outro médico, que
vocé esta usando REMICADE®, para que ele possa entio decidir quando o seu bebé devera receber vacinas.

Se vocé recebeu REMICADE® enquanto estava gravida, o seu bebé pode ter um risco aumentado de contrair
uma infecgdo. Antes de seu bebé receber qualquer tipo de vacina ¢ importante informar o pediatra e outros
profissionais da saude, que vocé faz uso de REMICADE®. A administragdo de vacina BCG dentro de 6 meses
ap6s o nascimento do bebé, de maes que receberam REMICADE® enquanto estavam grévidas, pode resultar
em infecg@o em recém-nascidos com complicagdes graves, incluindo morte. Para outros tipos de vacina, discuta
com seu médico.

Também foi relatada diminuigéo grave no niumero de células brancas do sangue em bebés de mulheres tratadas
com REMICADE® durante a gravidez. Se seu bebé tiver febre ou infec¢des persistentes, contate o pediatra

imediatamente.

Este medicamento nio deve ser utilizado por mulheres gravidas sem orientag¢io médica ou do cirurgido-

dentista.

Amamentacio
Nio se sabe se REMICADE® ¢é excretado no leite humano. Caso vocé esteja amamentando ou planejando
amamentar, converse com seu médico sobre a descontinuagio do tratamento com REMICADE® ou a

interrup¢do da amamentagao.

Uso em criangas
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REMICADE® nio foi estudado em criangas com doenga de Crohn ou colite ou retocolite ulcerativa com

menos de 6 anos de idade.

Uso em idosos

Nio foram conduzidos estudos especificos de REMICADE® em pacientes idosos. Em estudos clinicos nio
foram observadas diferengas importantes na depuragdo ou no volume de distribuigdo relacionadas a idade. A
incidéncia de infecgdes graves nos pacientes com idade > 65 anos tratados com REMICADE® foi maior do
que nos pacientes com idade inferior a 65 anos. Além disso, existe maior incidéncia de infecgdes na populagdo

de idosos em geral, e por isso, recomenda-se cautela ao tratar pacientes idosos.

Efeitos sobre a capacidade de dirigir veiculos e operar maquinas
REMICADE® tem pouca probabilidade de afetar a capacidade de dirigir veiculos ou operar maquinas. No

entanto, pacientes com fadiga devem ser alertados para evitar tais atividades.
Atengdo diabéticos: contém agucar.

Medicamentos imunossupressores podem ativar focos primairios de tuberculose. Os médicos que
acompanham pacientes sob imunossupressio devem estar alertas quanto a possibilidade de surgimento

de doenca ativa, tomando, assim, todos os cuidados para o diagndstico precoce e tratamento.

Ingestio concomitante com outras substincias

Em estudos com REMICADE®, os pacientes receberam outros medicamentos juntamente a REMICADE®
para o tratamento de sua doenga. Informe ao seu médico se estiver tomando ou tomou recentemente outros
medicamentos antes ¢ durante o tratamento com REMICADE®, incluindo qualquer outro medicamento para
tratar doenga de Crohn, colite ulcerativa, artrite reumatoide, espondilite anquilosante, artrite psoriasica ou
psoriase em placa. Também informe ao seu médico se vocé pretende tomar outros medicamentos contendo,
especialmente, anacinra ou abatacepte. REMICADE® nio deve ser tomado com anacinra ou abatacepte.

Vocé ndo deve receber vacinas “vivas” enquanto estiver usando REMICADE®. Se vocé tiver um
bebé enquanto estiver em tratamento com REMICADE?®, antes do seu bebé receber qualquer vacina

de virus vivos, informe o pediatra que vocé usa REMICADE®.

Informe ao seu médico ou cirurgifio-dentista se vocé esti fazendo uso de algum outro medicamento.

Nio use medicamento sem o conhecimento do seu médico. Pode ser perigoso para a sua saude.

ONDE, COMO E POR QUANTO TEMPO POSSO GUARDAR ESTE MEDICAMENTO?
Conservar REMICADE® sob refrigeragio (entre 2°C e 8°C). Néo congelar.

Nimero de lote e datas de fabricagio e validade: vide embalagem.

Nio use medicamento com o prazo de validade vencido. Guarde-o em sua embalagem original.
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Aspecto fisico

REMICADE® ¢ um pé liofilizado branco, sem nenhuma evidéncia de liquefagio e livre de particulas
estranhas. Apos a reconstitui¢do, a solugo é de incolor a amarelada e opalescente. A solugdo pode desenvolver
algumas particulas translucidas finas, porque o infliximabe ¢ uma proteina. Nao use se houver particulas

opacas, alteragéio de cor ou presenga de outras particulas estranhas.

Antes de usar, observe o aspecto do medicamento. Caso ele esteja no prazo de validade e vocé observe
alguma mudanca no aspecto, consulte o farmacéutico para saber se podera utiliza-lo.

Todo medicamento deve ser mantido fora do alcance das criancas.

COMO DEVO USAR ESTE MEDICAMENTO?

REMICADE® deve ser administrado na veia, geralmente no braco, por um periodo de 2 horas, em um centro
médico. Se vocé estiver utilizando o medicamento para o tratamento de artrite reumatoide, apds a terceira
infusdo seu médico podera decidir administrar REMICADE® por um periodo de 1 hora. Enquanto estiver
recebendo REMICADE® ¢ por um periodo ap6s a infusio, vocé sera observado por seu médico ou assistente.

Seu médico poderé pedir para vocé tomar outros medicamentos juntamente a REMICADE®.

Preparaciio e administragio:

1. Calcule a dose e o nimero de frascos-ampola necessarios d¢ REMICADE®. Cada frasco-ampola contém
100 mg de infliximabe. Calcule o volume total necessério de solugio de REMICADE® a ser reconstituida.

2. Reconstitua cada frasco-ampola de REMICADE® com 10 mL de 4gua para injecdo, usando uma seringa
equipada com uma agulha de calibre 21 (0,8 mm) ou menor. Cada mL de solug@o reconstituida contém 10
mg de infliximabe. Retire o revestimento da tampa do frasco e limpe com alcool a 70%. Introduza a agulha
da seringa no frasco-ampola através do centro da rolha de borracha e direcione o jato de d4gua para a injegao
para a parede de vidro do frasco-ampola. Nao use o frasco-ampola se ndo houver vacuo. Mexa suavemente
a solugdo, rodando o frasco para dissolver o pé liofilizado. Evite agitagio forte ou prolongada. NAO
AGITE. E comum a formagio de espuma na solugio reconstituida. Deixe que a solugio reconstituida
permanega em repouso por 5 minutos. Verifique se a solugdo é de incolor a amarelada e opalescente. A
solugdo pode desenvolver algumas particulas translicidas finas, porque o infliximabe ¢ uma proteina. Nao
administre se houver particulas opacas, alteragao de cor ou presenca de outras particulas estranhas.

3. Dilua o volume total da dose da solugio reconstituida de REMICADE® para 250 mL com solugio de
cloreto de sodio a 0,9% p/v para infusdo. Nio dilua a solugio de REMICADE® reconstituido com qualquer
outro diluente. Isso pode ser realizado se retirado da bolsa ou frasco um volume de cloreto de sodio a 0,9%
p/v igual ao volume de REMICADE?® reconstituido a ser introduzido. Introduza lentamente o volume total
da solugio de REMICADE® reconstituida no frasco ou na bolsa de 250 mL para a infusdo. Misture
suavemente.

4. Administre a solu¢do para infusdo em periodo ndo inferior ao tempo de infusdo recomendado para a

indicagdo especifica. Use um equipo para infusdo com filtro interno, estéril, ndo pirogénico, com baixa
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ligagdo a proteinas (poro de tamanho 1,2 micrémetro ou menor). Como néo ha presenga de conservantes,
recomenda-se que a administragéo da solucdo para infuséo seja iniciada assim que possivel, em até 3 horas
ap0s a reconstituigdo e diluicdo. Se a reconstitui¢do e a diluigao forem realizadas em condigdes assépticas, a
solugdo de infusio de REMICADE® poderi ser utilizada dentro de 24 horas, se armazenada entre 2 e 8° C.
Naio estoque a sobra da solugdo de infusdo ndo utilizada para uso posterior.

5. Néo foram conduzidos estudos de compatibilidade fisica ou bioquimica para avaliar a coadministragdo de
REMICADE® com outros agentes. Nao administre REMICADE® concomitantemente no mesmo equipo
com outros agentes.

6. Verifique visualmente os produtos parenterais, procurando particulas ou alteragdo de cor antes da
administragdo. Nao use se houver particulas opacas, alteragdo de cor ou particulas estranhas visiveis.

7. Descarte a parte ndo utilizada da solug@o.

ATENCAO: O FRASCO-AMPOLA E OS MATERIAIS PARA INJECAO DEVEM SER
DESCARTADOS APOS O USO. COLOQUE AS SERINGAS E AS AGULHAS DE MODO SEGURO
EM UM RECIPIENTE ADEQUADO.

Posologia:

Doenga de Crohn ou Doenca de Crohn fistulizante

Adulto ou crianga recebera a dose de REMICADE® seguida de doses adicionais nas semanas 2 e 6, apos a
primeira dose. Vocé ira receber uma dose a cada 8 semanas. Seu médico ird observar sua resposta ao

REMICADE® ¢ poders ajustar a dose.

Colite ou Retocolite Ulcerativa
Se vocé for um adulto, crianca ou adolescente, recebera a dose de REMICADE® seguida de doses adicionais
nas semanas 2 e 6, apos a primeira dose. Vocé ira receber uma dose a cada 8 semanas. Seu médico ird observar

sua resposta a0 REMICADE?® e, se vocé for um adulto, poder ajustar a dose.

Artrite Reumatoide

Vocé inicialmente recebera trés doses de REMICADE®. A primeira dose ser4 seguida de doses adicionais nas
semanas 2 e 6, ap6s a primeira dose. Vocé ird receber uma dose a cada 8 semanas. Seu médico ira observar sua
resposta a0 REMICADE® e poderé ajustar a dose ou sua frequéncia (a cada 4 semanas). Seu médico também

dara metotrexato ou vocé precisara continuar tomando-o.
Espondilite Anquilosante
Vocé inicialmente recebers trés doses de REMICADE®. A primeira dose sera seguida de doses na semana 2 e

6 apos a primeira dose. Vocé vai entdo receber uma dose a cada 6 a 8 semanas.

Artrite Psoridsica
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Vocé ira receber inicialmente trés doses d¢ REMICADE®. A primeira dose sera seguida de doses na semana 2

e 6 ap0s a primeira dose. Vocé vai entdo receber uma dose a cada 8 semanas.

Psoriase em placa
Vocé ir4 inicialmente receber trés doses de REMICADE®. A primeira dose sera seguida de doses na semana 2

e 6 apos a primeira dose. Vocé vai entdo receber uma dose a cada 8 semanas.

Siga a orientacdo de seu médico, respeitando sempre os horarios, as doses e a duragiio do tratamento.

Nio interrompa o tratamento sem o conhecimento do seu médico.

O QUE DEVO FAZER QUANDO EU ME ESQUECER DE USAR ESTE MEDICAMENTO?
Se vocé esquecer de comparecer ao centro médico para receber seu tratamento, entre em contato com o seu

médico imediatamente.
Em caso de duvidas, procure orientac¢io do farmacéutico ou de seu médico, ou cirurgiio-dentista.

QUAIS OS MALES QUE ESTE MEDICAMENTO PODE ME CAUSAR?

Os eventos adversos mais comuns de REMICADE® sio infecgdes respiratorias (como bronquite, sinusite,
resfriado), dor, febre, dor de cabeca, ndusea, vomito, diarreia, tontura, tosse, erupgéo cutdnea e cansago.

Os motivos mais comuns para os pacientes pararem o tratamento com REMICADE® sio porque estes
apresentaram uma reagdo durante a administragao, tal como falta de ar, erupgdes cutaneas e dor de cabega.
Eventos adversos graves que podem exigir tratamento podem ocorrer durante o tratamento com REMICADE®.

Os possiveis eventos adversos graves de REMICADE® incluem:

Infecgdes graves

Alguns pacientes, especialmente aqueles com 65 anos ou mais, tiveram infec¢des graves ao receber
REMICADE®, incluindo tuberculose e infecges sistémicas bacterianas, fingicas e virais. Alguns pacientes
morreram devido a essas infecgdes. O uso de vacinas “vivas” pode resultar em uma infec¢do causada
pelos virus ou bactérias “vivas” contidas na vacina (quando vocé tem um sistema imunoldgico
enfraquecido). Se vocé apresentar febre, cansago, tosse ou sintomas de gripe durante ou apds receber
REMICADE®, informe ao seu médico imediatamente, pois estes podem ser sinais de que vocé esti com

infec¢do.

Insuficiéncia cardiaca congestiva
Se vocé tem insuficiéncia cardiaca e iniciou o tratamento com REMICADE®, o seu estado de insuficiéncia
deve ser monitorado de perto por seu médico. Se vocé apresentar novos ou agravamento dos sintomas de

insuficiéncia cardiaca, como falta de ar ou inchago nos pés, deve contatar o seu médico imediatamente.

Outros problemas no coragio
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Alguns pacientes tiveram ataque do coragdo (alguns levando ao 0bito), baixo fluxo de sangue para o coragéo ou
ritmo anormal do coragdo dentro de 24 horas apés o inicio da infusio com REMICADE®. Os sintomas podem
incluir desconforto ou dor no peito, dor no brago, dor no estdbmago, encurtamento da respiragéo, ansiedade,
desmaio, tontura, sudorese, nausea, vomito, ritmo alterado ou sensagdo de aperto no peito, batidas rapidas ou

lentas do coragdo. Contate seu médico imediatamente se vocé apresentar estes sintomas.

Reacdes alérgicas

Alguns pacientes tém reagdes alérgicas graves ao REMICADE®. Essa reagio pode ocorrer enquanto vocé
estiver comegando sua infusdo ou pouco depois. Os sintomas de uma reagdo alérgica podem incluir urticaria,
dificuldade de respirar, dor no peito e pressdo sanguinea alta ou baixa. O seu médico pode decidir diminuir a
velocidade ou parar a administracio de REMICADE® e administrar uma medicacio para tratar a reagio
alérgica.

Algumas reagdes alérgicas sdo tardias e foram vistas 3 a 12 dias ap6s o tratamento com REMICADE®. Os
sintomas desse tipo de reagdo tardia incluem dor muscular ou nas articulagdes com febre ou erupgio cutanea.

Informe a0 seu médico se vocé apresentar qualquer um desses sintomas ap6s o tratamento com REMICADE®.

Sintomas semelhantes aos do lipus

Alguns pacientes tratados com REMICADE® apresentaram sintomas que podem assemelhar-se aos do lupus.
Estes sintomas podem incluir desconforto ou dor prolongada no peito, falta de ar, dor nas articulagdes, ou uma
erupcdo sensivel ao sol nas bochechas ou nos bragos. Informe ao seu médico se vocé apresentar algum desses

sintomas. O seu médico ir4 avalid-lo(a) e pode decidir interromper o tratamento com REMICADE®.

Céncer

Relatos de um tipo de cancer de sangue chamado linfoma em pacientes usando REMICADE® ou outros
bloqueadores de TNF sao raros, mas ocorrem mais frequentemente do que o esperado para as pessoas em geral.
Pessoas com artrite reumatoide, doenga de Crohn, espondilite anquilosante ou artrite psoriasica tratadas por um
longo tempo, principalmente aquelas com doenga altamente ativa, podem ser mais propensas a desenvolver
linfoma. Cénceres, exceto linfoma, também tém sido relatados. Houve casos de cancer, incluindo os tipos
incomuns, em pacientes criangas e adolescentes tomando agentes bloqueadores de TNF, que, por vezes,
resultaram em morte. Alguns pacientes que receberam bloqueadores de TNF, incluindo REMICADE®,
desenvolveram um tipo raro de cancer chamado linfoma de célula-T hepatoesplénica. A maioria desses
pacientes era de adolescentes ou adultos jovens do sexo masculino, dos quais a maioria tinha doenga de
Crohn ou colite ulcerativa ou retocolite ulcerativa. Esse tipo de cancer, geralmente, resulta em morte.
Quase todos esses pacientes também receberam medicamentos conhecidos, como a azatioprina ou 6-
mercaptopurina em adi¢do aos bloqueadores de TNF. Pacientes com um tipo especifico de doenga
pulmonar chamada Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) podem apresentar aumento do risco de
cancer com o tratamento com REMICADE®. Se vocé tem DPOC, discuta com seu médico se REMICADE® ¢

adequado para vocé.
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Para criangas ¢ adultos tomando medicamentos bloqueadores de TNF, a chance de ter linfoma ou outro cancer
pode aumentar. Vocé deve informar ao seu médico se teve ou se desenvolver linfoma ou outros cénceres
enquanto estiver em tratamento com REMICADE®.

Alguns pacientes tratados com REMICADE® desenvolveram certos tipos de cancer de pele. Converse com seu
médico se ocorrerem quaisquer mudangas no aspecto da pele ou crescimentos na pele, durante ou apds a
terapia.

Algumas mulheres com artrite reumatoide em tratamento com REMICADE® desenvolveram cancer de colo de
utero. Para algumas mulheres recebendo REMICADEY, incluindo aquelas com mais de 60 anos de idade, seu

médico pode recomendar que vocé faga um acompanhamento regular e continuo para cancer de colo de utero.

Leséo no figado

Foram observados casos de pessoas que desenvolveram problemas hepaticos graves tomando REMICADE®,
alguns fatais. Os sinais de que vocé poderia ter um problema incluem: ictericia (pele e olhos amarelados), urina
de cor marrom-escuro, dor no lado direito do abdome, febre e fadiga intensa (cansago). Vocé deve contatar o

seu médico imediatamente se apresentar qualquer um destes sintomas.

Hepatite B

O tratamento com agentes bloqueadores de TNF, como REMICADE®, pode resultar em uma reativagdo do
virus da hepatite B em pessoas portadoras desse virus. Se vocé tem ou teve hepatite B ou sabe ou suspeita que
seja portador do virus da hepatite B, ndo esquega de informar o seu médico sobre isso, pois pode afetar a
decisdo de iniciar ou continuar o tratamento com REMICADE®. Seu médico deve solicitar um exame de

sangue para o virus da hepatite B antes de vocé iniciar o tratamento com REMICADE®.

Problemas no sangue

Em alguns casos, os pacientes tratados com agentes bloqueadores do TNF podem apresentar baixa contagem
dos elementos do sangue, incluindo uma diminuigéo grave do nimero de células brancas do sangue. Se vocé
apresentar sintomas como febre ou infecgdes persistentes, sangramento ou hematoma, entre em contato com

seu médico imediatamente.

Derrame

Alguns pacientes tiveram derrame dentro de aproximadamente 24 horas do momento da infusio de
REMICADE®. Contate seu médico imediatamente se vocé tiver sintomas de derrame, que podem incluir:
formigamento ou fraqueza na face, brago ou perna, especialmente quando afeta somente um lado do corpo;
confusdo repentina, problemas repentinos na fala ou compreensdo, problema repentino na visio em um ou
ambos os olhos, problemas repentinos para andar, tontura, perda de equilibrio ou coordenagdo, ou uma dor de

cabega grave repentina.

Outras
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Qualquer medicamento pode ter eventos adversos. Essa ndo ¢ uma lista completa de eventos adversos. Por

favor, informe ao seu médico se sentir qualquer sintoma anormal.

Informe ao seu médico, cirurgido-dentista ou farmacéutico o aparecimento de reacdes indesejaveis pelo

uso do medicamento. Informe também 2 empresa através do seu servico de atendimento.

O QUE FAZER SE ALGUEM USAR UMA QUANTIDADE MAIOR DO QUE A INDICADA DESTE
MEDICAMENTO?
Em caso de superdose, recomenda-se que os pacientes sejam acompanhados em relagdo a sinais e sintomas de

reagdes ou efeitos adversos e que seja, imediatamente, instituido tratamento sintomatico apropriado.

Em caso de uso de grande quantidade deste medicamento, procure rapidamente socorro médico e leve a
embalagem ou bula do medicamento, se possivel. Ligue para 0800 722 6001, se vocé precisar de mais

orientacgdes.
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Fabricado por:

Schering-Plough (Brinny) Company, County Cork — Irlanda.

Embalado por:
Schering-Plough Labo N.V., Heist-op-den-berg - Bélgica

Importado por:

Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda.
Rodovia Presidente Dutra, km 154
Sao Jos¢ dos Campos - SP

CNPJ 51.780.468/0002-68

SAC 0800 7011851

WWW.janssen.com.br
®Marca Registrada.

Venda sob prescri¢io médica.
Esta bula foi aprovada pela ANVISA em 04/12/2015.
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(FABRICANTE: SCHERING-PLOUGH (BRINNY) COMPANY / EMBALADOR: CILAG AG)

DIZERES LEGAIS

MS- 1.1236.3403.
Farm. Resp.: Marcos R. Pereira— CRF/SP n° 12.304

Registrado por:

JANSSEN-CILAG FARMACEUTICA LTDA.
Rua Gerivatiba, 207, Sdo Paulo — SP

CNPJ 51.780.468/0001-87

Fabricado por:

Schering-Plough (Brinny) Company, County Cork — Irlanda

Embalado por:
Cilag AG, Schaffhausen — Sui¢a

Importado por:

Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda.
Rodovia Presidente Dutra, km 154
Sao Jos¢ dos Campos - SP

CNPJ 51.780.468/0002-68

SAC 0800 7011851

WWW.janssen.com.br
® Marca Registrada.

Venda sob prescri¢do médica.
Esta bula foi aprovada pela ANVISA em 04/12/2015.
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(FABRICANTE: CILAG AG / EMBALADOR: SCHERING-PLOUGH LABO N.V.)

DIZERES LEGAIS

MS- 1.1236.3403.
Farm. Resp.: Marcos R. Pereira— CRF/SP n° 12.304

Registrado por:

JANSSEN-CILAG FARMACEUTICA LTDA.
Rua Gerivatiba, 207, Sdo Paulo — SP

CNPJ 51.780.468/0001-87

Fabricado por:

Cilag AG, Schaffhausen - Suiga

Embalado por:
Schering-Plough Labo N.V., Heist-op-den-berg - Bélgica

Importado por:

Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda.
Rodovia Presidente Dutra, km 154
Sao Jos¢ dos Campos - SP

CNPJ 51.780.468/0002-68

SAC 0800 7011851

WWW.janssen.com.br
® Marca Registrada.

Venda sob prescri¢do médica.
Esta bula foi aprovada pela ANVISA em 04/12/2015.
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(FABRICANTE: CILAG AG / EMBALADOR: CILAG AG)

DIZERES LEGAIS

MS- 1.1236.3403.
Farm. Resp.: Marcos R. Pereira— CRF/SP n° 12.304

Registrado por:

JANSSEN-CILAG FARMACEUTICA LTDA.
Rua Gerivatiba, 207, Sdo Paulo — SP

CNPJ 51.780.468/0001-87

Fabricado por:

Cilag AG., Schafthausen - Suiga

Importado por:

Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda.
Rodovia Presidente Dutra, km 154
Sao José dos Campos - SP

CNPJ 51.780.468/0002-68

SAC 0800 7011851

WWW.janssen.com.br
“Marca Registrada.

Venda sob prescri¢io médica.
Esta bula foi aprovada pela ANVISA em 04/12/2015.
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