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Analise Histopatolégica e Imunoistoquimica da B-catenina e a e-caderina nas Doengas Inflamatdrias Intestinais

Resumo

O remodelamento da MEC constitui uma importante caracteristica das DIl. A resposta
inflamatoria excessiva e prolongada que ocorre no tecido intestinal € causa de
alteragdes progressivas na arquitetura tecidual dos portadores de DC e RCU. O
presente estudo é constituido de analise histopatolégica e morfométrica da matriz
extracelular nas doencgas inflamatdrias intestinais, bem como, estabelecimento do
perfil de imunoexpressdo da B-catenina e e-caderina em amostras teciduais de
pacientes com doenga de Crohn e retocolite ulcerativa.

Palavras-chave: Doenga inflamatéria intestinal; Histopatologia; Colageno;
Imunoistoquimica; B-catenina; e-caderina.

Abstract

Increased ECM remodeling is an important feature of IBD. The excessive and
prolonged inflammatory response that occurs in the intestinal tissue causes
progressive changes in tissue architecture in patients with CD and UC. The present
study aimed at the histopathological and morphometric evaluation of the extracellular
matrix in inflammatory bowel diseases, as well as establishing the profile of B-catenin
and e-cadherin immunoexpression in tissue from patients with Crohn's disease and
ulcerative colitis.

Keywords: Inflammatory  bowel disease; Histopathology; Collagen;
Immunohistochemistry; B-catenin; e-cadherin.

1. Introdugao

As Doencgas Inflamatérias Intestinais (DIl) compreendem um grupo de
enfermidades cronicas e autoimunes, das quais se destacam a Doencga de Crohn (DC)
e a Retocolite Ulcerativa (RCU), que s&o caracterizadas por periodos de recidiva e de
remissao (Gilliland et al., 2024).

Na DC, a inflamagéo pode ocorrer em qualquer parte do trato gastrointestinal.
Contudo, geralmente as lesdes estdo localizadas na ultima regido do ileo e do cdlon,
intercaladas por regides de tecido intestinal saudavel. A inflamagéo na DC pode afetar
a parede intestinal em toda a sua profundidade, da mucosa a serosa (Roda et al.,
2020). Na RCU, por outro lado, a inflamagéo é observada no reto de maneira difusa e
continua, geralmente restringe-se a mucosa e submucosa intestinal (Taku et al.,
2020).

O aumento no remodelamento da matriz extracelular (MEC) é uma das
caracteristicas definidoras das DII. A resposta inflamatoria excessiva e prolongada
que ocorre no tecido intestinal € causa de alteragdes progressivas na estrutura e nos
componentes da MEC intestinal (Onfroy-Roy et al., 2020).

Dentre as proteinas da matriz extracelular, destacam-se colagenos,
fibronectina, laminina, vitronectina ou tenascina. A degradagao da MEC em pacientes
com DII é decorrente ao aumento da atividade das metaloproteinases (MMP). Além
das MMPs, o processo de remodelagdo da MEC nas DIl também envolve elastases
de neutrofilos e meprinas. A perturbagcdo do equilibrio entre os mediadores
regulatorios da remodelagdo da MEC juntamente com o processo inflamatério
exacerbado tipico da doenga pode levar a fibrose intestinal, uma complicagcdo comum
em pacientes com DIl de longo prazo (Giuffrida et al., 2020).

A B-catenina e a e-caderina sdo glicoproteinas que desempenham papel
fundamental na transicao epitelial-mesenquimal e na adesao célula-a-célula. A falha
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no complexo B-catenina + e-caderina esta relacionada a perda da integridade da
barreira mucosa intraluminal intestinal (Lu et al., 2021; Sheng et al., 2021).

A hiperativacdo da via de sinalizagdo da (3-catenina € considerada um marco
da tumorigénese colorretal e tem sido recentemente implicada na evas&o imunoldgica,
invaséo tecidual e metastase (Sheng et al., 2021).

A e-caderina € o principal componente adesivo da juncdo aderente e regula a
permeabilidade paracelular, facilitando a formacao de jungdes estreitas e organizando
todo o complexo de jungao epitelial (Alarfaj et al., 2023). Com a progresséo das DIl a
funcao de barreira diminui, comprometendo a saude da mucosa. Estudos em modelo
experimental animal, sugerem que a e-caderina pode ser promissora na terapéutica
da retocolite, diminuindo a hiperplasia da mucosa, o infiltrado inflamatério e a de perda
de células glandulares (Bandyopadhyay, Schecterson & Gumbiner, 2020).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivos principais a avaliagao
histopatolégica e morfométrica da matriz extracelular nas doencas inflamatorias
intestinais, bem como, estabelecer o perfil de imunoexpresséo da B-catenina e e-
caderina em amostras teciduais de pacientes com doenca de Crohn e retocolite
ulcerativa.

2. Materiais e Métodos

Populacdo de Estudo e Aspectos Eticos

Foram coletadas 154 amostras teciduais de pacientes adultos com diagndstico
confirmado de doenga de Crohn (n = 49) e retocolite ulcerativa (n = 105), regularmente
atendidos no Servigo de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco (HC-UFPE). Como controles foram utilizadas amostras de
tecido intestinal (n = 16) de cadaveres do Servigo de Verificagdo de Obitos (SVO)
também localizado na UFPE.

A fim de se estabelecer correlagbes entre os possiveis agentes causais ou
contributivos para as lesdes em estudo, os fatores como sexo, faixa etaria, localizagao
das lesdes, histérico de cancer, habitos nutricionais, estilo de vida, medicamentos
utilizados e outras doencas associadas foram obtidos através da analise dos
prontuarios dos pacientes e aplicagcao de questionario.

A pesquisa foi aprovada pelo comité de ética em pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE),
CAAE: 63952217.6.0000.5208, sob Oficio n° 1.955.690/2017 CEP/CCS e Registro de
Pesquisa CEP/CCS/UFPE n° 222/10.

Analise Histopatoldgica

As amostras teciduais, obtidas através de biépsia (pinga Prof. Medina para
bidépsia 3 mm), foram embebidas em formalina a 10% tamponada e posteriormente
emblocadas em parafina.

No processamento histolégico, apdés a microtomia dos blocos de parafina, os
cortes histologicos obtidos (5 pm) foram desparafinizados, hidratados e submetidos
as técnicas de coloracdo hematoxilina e eosina (HE), tricromico de Masson (TM),
Picrosirius red, acido periédico de Shiff (PAS) e azul de alcian (AB).

Analise Histomorfométrica do Colageno

O processo usado para analise das laminas histologicas consistiu-se em um
sistema de video-camera acoplado a um microscépio optico (Olympus BH-2). O
sistema interativo de analise de imagens utiliza o software OPTIMAS: e Camera digital
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CCBBW 410 (Samsunge), disponiveis no Laboratério de Morfometria e Analise de
Imagens do Programa de Pds-Graduag&o em Saude Translacional da UFPE.

Os parametros morfométricos adotados foram a area média total (um:),
distribuicdo da area média (em pixels) de colageno intersticial por campo captado na
l&mina histologica (area total do campo = 12.234 yme). A analise quantitativa das fibras
foi aferida utilizando sistema automatico, estudando-se trés campos em cada caso.
Os softwares utilizados para as analises histomorfométricas foram o GIMP (GNU
Image Manipulation Program) versao 2.10 (2019) e o Imaged verséo 1.52 (2019).
Imunoistoquimica da 3-catenina e a e-caderina

A recuperagao antigénica dos tecidos em lamina foi feita com tampé&o citrato
100 mM pH 6,0 em panela de pressao por 2 minutos apos fervura. Posteriormente, as
amostras foram resfriadas até 35° C e entdo incubadas com solugéo de perdxido de
hidrogénio por 30 minutos em temperatura ambiente para o bloqueio da peroxidase
endogena. Posteriormente os tecidos foram incubados com anticorpos (1:200) por 2
horas a 37° C em estufa.

A localizagado do anticorpo foi realizada utilizando-se o sistema de detecgcao
Reveal Biotin-Free Polyvalent DAB (Biogen SPD-060, Brasil), sua revelagdo com
DAB-H.0O. e contra-corados com hematoxilina. Todas as lavagens realizadas entre as
etapas descritas utilizaram tampao fosfato de sédio 100Mm, pH 7,2 com NaCl 150
mM (PBS). Para o controle negativo, os anticorpos foram substituidos por PBS.

3. Resultados e Discussoes
Anélise Epidemiologica

Inicialmente, a populagdo de estudo compreendeu trés grupos: doenga de
Crohn (n = 49), retocolite ulcerativa (n = 105) e controle (n = 16). A média de idade
dos 154 pacientes foi de 39 anos (19 — 70 anos), sendo 63 individuos do sexo
masculino e 91 feminino, a frequéncia foi maior em mulheres em ambos os grupos
(55% para DC e 75% para RCU).

Os pacientes do estudo n&o relataram canceres anteriores, contudo o histérico
familiar em parentes de primeiro grau foi relatado em 19 pacientes com DC e em 34
no grupo com RCU.

Quanto aos habitos, o consumo de alcool foi observado em 44% dos pacientes
com DC, enquanto na RCU observamos em 29% dos casos. 45% dos pacientes com
DC e 33% com RCU sao fumantes ou fumaram por um periodo superior a 2 anos em
algum momento da vida.

Em relagdo aos medicamentos, 27 pacientes estavam sob o uso de azatioprina,
9 pacientes utilizavam a combinacédo azatioprina e mesalazina, 59 sob monoterapia
com a mesalazina e 7 com sulfassalazina. Quanto ao uso dos farmacos biolégicos
(inibidores do TNF), apenas 7 pacientes estavam sob tratamento com infliximabe e 5
com adalimumabe. Além do tratamento convencional, 46 pacientes estavam
realizando imunossupressao com corticosteroides.

Analise Histopatoldgica

Apoés levantamento dos dados clinicos dos prontuarios, as amostras foram
coradas com Hematoxilina-eosina, analisadas histologicamente e os grupos foram
divididos em DC Ativa (n = 33), DC Remisséo (n = 16), RCU Ativa (n = 74) e RCU
Remissé&o (n= 31).
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Anormalidades criptograficas difusas, inflamagéao crénica, atrofia, presencga de
irregularidades nas vilosidades, deplegao de muco e criptite configuram as principais
caracteristicas histoldgicas observadas na RCU. Na Figura 1, nota-se distorgéo difusa
e atrofia de criptas em amostra de bidpsia colorretal tipica de RCU.

f

Figura 1: Atrofia das criptas na retocolite ulcerativa. Hematxilina-eosina (Magnificagéo 100x).

Microscopicamente, a inflamagao na RCU esta confinada a mucosa. A mucosa
€ degradada por um processo inflamatdério com ulceragado que prejudica a mucosa
circundante (Figura 2-A). No exame microscopico em maior aumento, observa-se
inflamacao da mucosa extensa. O epitélio da mucosa do célon demonstra perda de
células caliciformes. A forma das criptas esta distorcida. Um exsudato esta presente
na superficie. Tanto as células inflamatérias agudas quanto as crbénicas estado
presentes (Figura 2-B).

Figura 2: Padrao inflamatorio na retocolite ulcerativa. Hematoxilina-eosina A: Magnificagdo 100x. B:
Magnificagéo 400x.

Apesar da avaliagdo do grau de deplecdo de glicoproteinas ainda ser
considerado um fator subjetivo na literatura, nota-se maiores graus de deplegcao nas
fases mais ativas da doenga (Figura 3-A) quando comparada com as amostras em
remissao (Figura 3-B).
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mucosa intestinal em retocolite ulcerativa (A) e distribuigdo normal em tecido normal (B). PAS e Alcian
Blue (Magnificagdo 100x).

Na DC as caracteristicas histolégicas analisadas incluiram: a presencga de
granulomas, lamina propria focal ou irregular, inflamagao crénica, distorgao de cripta
focal ou anatomicamente descontinua e superficie mucosa normal.

Um achado histoldgico relevante na DC é a inflamacgéo transmural. Na Figura
4, as células inflamatérias (os infiltrados azulados) estendem-se da mucosa através
da submucosa e muscular e aparecem como infiltrados nodulares na superficie serosa
adjacente a gordura. Nota-se, ainda, a presencga de inflamagao granulomatosa.

Figura 4: Placas de Pey mostrando iprplsia nodular I|n0|d e lnflaa transmural em
doenca de Crohn. Hematoxilina-eosina (Magnificagdo 100x).

Ainda em Doencga de Crohn um dos aspectos microscopicos relevantes é o
aumento do infiltrado inflamatério linfoplasmocitario na porgéo inferior da mucosa. Na
fase ativa da doenga notam-se neutrdfilos agredindo o epitélio glandular as chamadas
cripitites ou em aglomerados formando microabcessos (Villanacci et al., 2023).

Na analise microscopica em maior aumento, a natureza granulomatosa nao-
caseosa da inflamacao da doenga de Crohn é evidenciada por células epitelioides,
células gigantes e muitos linfécitos (Figura 5).
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Figura 5: Inflamagado granulomatosa em doenga de Crohn. Infiltrado inflamatdrio crénico rico em
células epiteliodes (seta) e células gigantes (cabega da seta). Hematoxilina-eosina (Magnificagao
400x).

Analise Histomorfométrica do Colageno

O tecido de pacientes com DIl é caracterizado por um aumento no colageno
total, bem como aumentos no colageno tipo Il e V, que podem contribuir para
enrijecimento da MEC. Produtos de degradagdo do colageno produzidos por
metaloproteinaises (MMPs) sao liberados no tecido, onde esses fragmentos da MEC
atuam como quimiocinas, capazes de aumentar o recrutamento de neutrdfilos (Sina,
Kemper & Derer, 2018).

Os produtos de degradacao de MMP também estdo presentes no soro de
pacientes com DIl em diferentes niveis de DC e RCU, sugerem que a remodelagéo
da MEC pode ser diferente nesses estados de doenca devido as diferengcas em
populagdes de leucdcitos ou expressao de MMP (Sina, Kemper & Derer, 2018).

A presencga do colageno em amostras de DIl pode ser evidenciada a partir de
técnicas histoquimicas especiais como Tricrémico de Masson (colageno tipo | e Ill na
coloragao azul) e Picrosirius red, onde as fibras tipo | (Figura 6) se apresentam como
fibras grossas, altamente birrefringentes e na cor vermelha, enquanto as fibras tipo Il|
se apresentam em feixes finos, com fraca birrefringéncia e na cor amarelo-
esverdeado.
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Figura 6: Disposi¢ao das fibras clgens tip I em aiete com DC As estrias vermelhas
evidenciam o colageno do tipo |. Picrosirius red (Magnificagdo 100x).

Nas fotomicrografias das laminas coradas por Tricromico de Masson,
capturadas com mesmo aumento O6ptico, iluminacao, resolugao, ISO, abertura e
velocidade do obturador da cadmera, das regides centrais nota-se grande quantidade
de fibras colagenas de densidade e intensidade variadas (Figura 7), enquanto na
histologia intestinal normal, pode-se observar a presengca de discretas fibras
colagenas permeando as fibras musculares lisas.

Figura 7: Fotomicrografias das amostras teciduais para analise do colageno intersticial em
pacientes com doenca inflamatodria intestinal A e B: fibras colagenas na matriz extracelular de
pacientes com Doenga de Crohn. C e D: fibras colagenas na matriz extracelular de pacientes com
Retocolite Ulcerativa Tricromico de Masson (Magnificagdo 100x).
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O processo fibrotico € uma parte da resposta intestinal ao processo de
inflamacdo na DII. A fibrose intestinal € caracterizada pela produgao excessiva de
componentes da matriz extracelular (Petrey & Carol, 2017).

A submucosa é uma densa rede de conectivos tecido que consiste em
fibroblastos, musculo liso células, vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos.
Durante a inflamagao imune células se infiltram na submucosa, onde podem liberar
enzimas que degradam a matriz e iniciar um ciclo de degradacéo e sintese de matriz
extracelular (Park et al., 2023).

A anadlise histopatolégica das lesdes inflamatorias intestinais indicou a
presenca de fibras musculares turbilhonadas ou em camadas sobrepostas,
permeadas por tecido conjuntivo com uma quantidade variavel de vasos sanguineos
e fibroblastos, imersos em uma matriz extracelular abundante, composta
predominantemente de colageno tipo | e lll. Nas amostras de doenga ativa, tanto para
DC quanto para RCU nota-se ainda um extenso infiltrado inflamatoério permeando as
fibras de colageno (Figura 8).

e el 80N X [/, 2 T : A ). L g . if‘..
Figura 8: Fibras colagenas e extenso infiltrado inflamatdrio em paciente com doenga de Crohn
ativa. Observa-se areas de fibrose e processo inflamatério. Infiltrado inflamatério crénico rico em
monomorfonuclenucleares (setas) e presenca de célula gigante (cabega da seta). Tricrbmico de

Masson (Magnificagéo 400x).

Apos o recorte das areas de interesse, as tonalidades do colageno (azul forte
e fraco) presentes nas fotomicrografias, a imagem resultante foi entdo submetida a
analise do histograma para quantificagdo da area média de colageno intersticial por
campo captado.

O estudo do histograma indicou que a area média de colageno nas regides
captadas em pacientes com remissao foi maior que aquelas observadas nas lesdes
ativas, com p < 0,05 e intervalo de confianga de 95%, entre 3,9 e 54,06% para doenca
ativa e 27,94 e 84,13% para remissao (Tabela 1) em DC e entre 2,72 e 36,38% para
doenga ativa e 19,52 e 54,63% para remisséo (Tabela 2) em RCU.
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Tabela 1: Area média de colageno intersticial por campo histolégico* em tecido intestinal de pacientes
com Doencga de Crohn e Retocolite Ulcerativa ativa e em remisséo.

Doenga de Crohn Ativa (n=33) Doenca de Crohn Remissao (n=16)
micrémetro (um?) % coldageno  micrémetro (um?) % colageno

MiNIMO 1201,00 3,9% 8604,08 27,94%
MAXIMO 16647,70 54,06% 25907,72 84,13%
MEDIO 9500,18 30,85% 17552,53 56,98%

-Area total do campo de captura = 12.234ums.

Tabela 2: Area média de colageno intersticial por campo histolégico* em tecido intestinal de pacientes
com Retocolite Ulcerativa ativa e em remissao.

Retocolite Ulcerativa Ativa (n=74) Retocolite Ulcerativa Remissao (n=31)

micrémetro (um?) % colageno micrémetro (um?) % colageno
MINIMO 837,62 2,72% 6011,15 19,52%
MAXIMO 11203,17 36,38% 16823,23 54,63%
MEDIO 5641,07 18,32% 11043,77 35,86%

-Area total do campo de captura = 12.234ums.

O remodelamento da MEC é um processo essencial que inclui a degradagao
por proteases de moléculas velhas de colagenos, lamininas, elastina e proteoglicanos,
que serao posteriormente substituidas por proteinas recém-sintetizadas. Nas DI, a
remodelagao excessiva da MEC é resultante da inflamagao intestinal crénica, que leva
a niveis aumentados de degradacgéo e pode resultar em cicatrizagdo inadequada do
tecido intestinal, o que pode eventualmente causar formagao excessiva de matriz e
deposigao de tecido, resultando em fibrogénese intestinal (Koutroubakis et al., 2003;
Koelink et al., 2014; Hundorfean, Neurath & Sitaru, 2010).

Os estudos de Stewart et al (2018), de Mortensen et al (2019) e Hussey,
Cramer & Badylak (2018) indicam que o colageno tipo VI é crucial para a homeostase
da mucosa intestinal, como a perda de colageno tipo VI aumenta o derramamento e
migragcdo de células epiteliais intestinais e resulta em alteragbes barreira epitelial
intraluminal. Nossa analise morfométrica evidenciou uma menor distribuicdo de
colageno nas amostras teciduais de pacientes com doenca ativa o que corrobora com
os dados identificados nos estudos citados.

Sendo assim, o monitoramento de proteinas presentes na MEC e
consequentemente os niveis de remodelamento da matriz em pacientes com DII, pode
ser capaz de identificar o prognostico dos pacientes e auxiliar na escolha do segmento
farmacoterapéutico mais eficaz para o fenétipo apresentado, ja que pacientes com
altos indices de remodelamento tendem a ter doenca grave e progressiva (Kirov et al.,
2019).

Anélise Imunoistoquimica da -catenina e a e-caderina

A mucosa ndo ulcerada e a mucosa na doenca inativa demonstraram a
distribuicdo normal da e-caderina e B-catenina preservada. A expressdo dentro do
epitélio inflamado sugere a estabilidade deste complexo B-catenina + e-caderina
(Figura 9). Por outro lado, alteragdes na imunorreatividade destas glicoproteinas
foram observadas em amostras de pacientes com ulceragdo da mucosa (Figura 10).
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doenca inflamatoria intestinal ativa. Nota-se a B-catenina preservada no epitélio de lesées ativas (A)
e e-caderina (B) distribuida normalmente pela extensao epitelial em DC ativa. Para RCU a expressao
de B-catenina (C) e da e-caderina (D) também estao preservadas. (Magnificagdo 400x).

: R NSt
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Figura 10: Comparagao entre a expressao tecidual da B-catenina, e-caderina em ulceragao da
mucosa. Imurreatividade da (-catenina (A) e da e-caderina em lesbGes ulceradas na RCU (B).

(Magnificagédo 400x)

Existem evidéncias de que a reducao da expressao de e-caderina e 0 acumulo
de B-catenina citoplasmatica estdo associados a variaveis clinicas mais agressivas e
com um comportamento biolégico mais agressivo (Peters et al., 2017).

Varias linhas de evidéncia apontadas no estudo de Langer e colaboradores
(2019) mostram que o complexo e-caderina e B-catenina estd associado a
manuten¢do da fungdo de barreira epitelial intestinal. A regulagdo das vias de
sinalizacdo dessas proteinas pode desempenhar um papel fundamental no
restabelecimento das propriedades de barreira, um cenario importante para a cura da
mucosa e restauragao da barreira em DII. No entanto, evidéncias adicionais a partir
de amostras coletadas sistematicamente em diferentes estagios de DIl serado
necessarias para apoiar o papel da regulagao da e-caderina e 3-catenina como alvos
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promissores para a estabilizacdo da fungdo de barreira intestinal nessas doencas
(Schlegel, Boerner & Waschke, 2021).

4. Conclusoes

Durante o remodelamento da MEC, os colagenos, lamininas, elastina e
proteoglicanos estdo sendo degradados por proteases e substituidas por proteinas
recém-sintetizadas. Contudo, apesar de ser um processo essencial, o curso clinico da
doenca inflamatédria intestinal impulsiona uma remodelacdo excessiva da MEC. A
avaliacdo dos componentes da MEC, em especial o colageno, pode funcionar como
um indicador da saude e integridade das fungdes da mucosa e da barreira intestinal.

A evidéncia de que a desregulacdo da adesdo e comprometimento do
complexo e-caderina e -catenina contribuem para a patogénese da DIl ao prejudicar
as propriedades da barreira epitelial intestinal ja se encontra bem consolidada na
literatura médica. Contudo, novos estudos nesse campo sao essenciais para
caracterizagao adicional dos mecanismos subjacentes e estabelecimento de novas
abordagens terapéuticas para os pacientes a partir desses achados.
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