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RESUMO

A doenca de Crohn (DC) caracteriza-se por inflamagéo intestinal crénica, que pode acometer
qualquer segmento do trato digestivo, da boca ao anus. O tratamento atualmente disponivel
possibilita o controle da atividade da doenga e o alivio dos sintomas, mas ndo proporciona a
cura. O epitélio intestinal possui diferentes propriedades, promovendo tanto a funcdo de
barreira, quanto a funcdo de transporte de substancias presentes na luz intestinal. Sabe-se que a
permeacao as macromoléculas aumenta em processos que causa reagdo inflamatéria na mucosa
intestinal. O presente estudo teve como objetivo avaliar, de forma prospectiva, a associagdo da
terapia bioldgica (anticorpos anti-TNF-a) ao processo inflamatorio e a recuperagio da barreira
intestinal, de pacientes com DC. Para tal, foram avaliados individuos com DC com indicagdo
de uso de infliximabe ou adalimumabe, no periodo entre agosto de 2012 e agosto de 2014. Os
pacientes se submeteram a avaliacdo clinica; revisdo laboratorial de marcadores inflamatérios
séricos (Proteina C reativa e velocidade de hemossedimentacdo); quantificacdo do grau de
atividade da doenca de Crohn, por meio do Crohn's Disease Activity Index (CDAI); teste de
permeabilidade intestinal, por meio da excrecao urinaria de acucares e dosagem de calprotectina
fecal, antes e ap0s terapia de indugdo com anticorpos anti-TNF-a. 22 pacientes participaram do
estudo, sendo 59,1% do sexo feminino, com idade média de 38,0+12,8 anos. A maior parte
(63,6%) obteve o diagnostico da DC entre 17 a 40 anos de idade; a mesma proporcao de
pacientes apresentou acometimento ileocoldnico. Em relagdo ao comportamento da DC, 45,4%
dos pacientes apresentaram o perfil penetrante. Observou-se tendéncia a diminuicdo da
permeabilidade intestinal apds o tratamento com anticorpos anti-TNF- a, de 0,0082 para 0,0059
(p=0,057). Tanto a avaliacdo do indice de atividade da doenca (CDAI), quanto os marcadores
séricos de atividade inflamatoria e a dosagem de calprotectina fecal, ndo apresentaram diferenca
entre as avaliagbes (p>0,05). Houve correlagdo positiva entre os valores de PCR e
permeabilidade intestinal (coeficiente=0,519, p=0,033) e os niveis de calprotectina fecal e VHS

(coeficiente=0,678, p=0,031), ambos apds o tratamento de inducdo da remissédo

Palavras chaves: Doenca de Crohn, permeabilidade intestinal, calprotectina fecal.



ABSTRACT

Crohn's disease (CD) is characterized by chronic intestinal inflammation that may affect any
part of the digestive tract, from mouth to anus. The currently available treatment allows the
disease activity control and the symptoms relief, but does not provide a cure. The intestinal
epithelium has different properties and thus acts as a barrier as well as substances transport in
the intestinal lumen. It is known that the macromolecules permeation increases over the course
of inflammation caused through processes in the intestinal mucosa. This study aimed at the
assessment, on a prospective basis, of the biological therapy association (anti-TNF-a
antibodies) to the inflammatory process and the intestinal barrier recovery in patients with CD.
To do so, individuals with CD were evaluated, who had infliximab or adalimumab usage
statement, between August 2012 and August 2014. Patients underwent clinical evaluation;
laboratory review of serum inflammatory markers (C-reactive protein and erythrocyte
sedimentation rate); Activity degree evaluation of the CD through the Crohn's Disease Activity
Index (CDAI); intestinal permeability test through the sugars urinary excretion and the
calprotectin fecal dosing, before and after induction therapy with anti-TNF-a antibodies. 22
patients participated in the study, 59.1% female, 38.0 £ 12.8 years of mean age. The majority
(63.6%) had the CD diagnosis between 17 and 40 years of age which was the same proportion
of patients with ileocolonic diagnosis. For the CD behavior, 45.4% of patients had the
penetrating profile. A downward intestinal permeability trend was perceived after treatment
with anti-TNF-a antibodies, 0.0082 to 0.0059 (p=0.057). Both CDAI, as serum markers of
inflammatory activity and the fecal calprotectin dosage showed no difference between
assessments (p>0.05). There was positive correlation between PCR values, and intestinal
permeability (coefficient=0.519, p=0.033) and both fecal calprotectin and ESR levels

(coefficient=0.678, p=0.031), both after the remission induction treatment.

Keywords: Crohn's disease, intestinal permeability, fecal calprotectin.



LISTA DE QUADROS

Quadro 1: Classificagdo de Montreal (Silverberg et al, 2005)........cccccooveiiiiiiiiieeiiee e 8
Quadro 2: indice de atividade inflamatdria na doenca de Crohn (Best et al, 1976)*............. 28
Quadro 3: Distribuicéo dos 22 pacientes por faixa etaria ............ccccevveiiieriieneiieiie e, 33

Quadro 4: Distribuicdo dos 22 pacientes de acordo com a idade ao diagnéstico da DC, segundo
a Classificago de MONLIEAI? ..............cooiiiiieieeece e, 33
Quadro 5: Distribuicdo dos 22 pacientes de acordo com a localizagdo da doenca, segundo a
Classificagdo de MONLIEAI?*...............ceiiieeeeeee ettt 34
Quadro 6: Distribuicdo dos 22 pacientes de acordo com o comportamento da doenca, segundo
a Classificago de MONLIEAI? ..............coooiiiiieeeeee e, 34
Quadro 7: Frequéncia do uso dos medicamentos, antes do inicio da terapia com os e anticorpos
anti-TNF-a , nos 22 pacientes com doenga de Crohn..........cccocoeeviiiiiiiiiie e 35
Quadro 8 : Valores de manitol, lactulose e permeabilidade intestinal antes e apds o tratamento
(010 T L 8 I\ o SRR 37
Quadro 9: Correlacdo de Sperman para os valores da permeabilidade intestinal e calprotectina
fecal, antes e apds o tratamento com terapia biolOQICa. ..........cevvvveiiiie i 39
Quadro 10: Analise das correlagdes entre permeabilidade intestinal e demais parametros
inflamatdrios (correlacdo de SPearman). .........cocvveeiieeeiiie e s 39
Quadro 11: Analise das correlacdes entre calprotectina fecal e demais parametros inflamatorios

(COrrelacao de SPRAIMAN). ......eeeieieeeeiee et et e et e e e et e e e e e et e e e s e e e s e e snte e e anreeeanraaeannes 40



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Cromatograma de amostra de urina de um dos pacientes participantes do estudo.

(Lactulose: tempo de retencdo = 9,875; manitol: tempo de rentengdo = 11, 871).........c.e.e. 29
Figura 2: Curva de calibragdo e equagdo dareta para a lactulose ...........cccovveviiiiencicieiec 30
Figura 3: Curva de calibragéo e equagéo da reta para 0 manitol ..., 30

Figura 4: Box-plot para valores de permeabilidade intestinal em TO, T1 e de individuos
T 100 =AY = 1TSS STSN 36

Figura 5: Error-plot para valores de dosagem de manitol em TO, T1 e para grupo controle......37

Figura 6: Box-plot para valores de dosagem de lactulose em TO, T1 e para grupo
(010 0] (0] [T TP PTROPRPPR 38



LISTA DE ABREVIATURAS
DIl - Doenca inflamatdria intestinal
RCU - Retocolite ulcerativa
DC - Doenga de Crohn
TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa
VHS - Velocidade de hemossedimentacao
PCR - Proteina C reativa
TGI - Trato gastrointestinal
5-ASA - 4cido 5- aminossalicilico
AZA - Azatioprina
6-MP - 6-mercaptopurina
Ig - Imunoglobulina
CDAI - Crohn's Disease Activity Index
NF- kB - Fator nuclear kappa B
GWAS - Genome-wide association study
IL - Interleucina
IFN- v - Interferon gama
Th - T helper
ZO - Zbénula de ocluséo
PRRs - Receptores reconhecedores de padrdo
Da - Déltons
PEG - Polietilenoglicol

HBI - Harvey-Bradshaw Index



ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
HC - Hospital das Clinicas

UFMG - Universidade Federal de Minas Gerais
mL - Mililitro

mg - Miligrama

pm - Micrometro

g - Grama

HPLC - High Performance Liquide Chromatography
vol - Volume

g/L - Grama por litro

Mg/L - Micrograma por litro

DP - Desvio padrao

gl - Quartil 25%

g3 - Quartil 75%



1

2

3

4

5

6

7
8

SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt es sttt 1
(] =38 1 A0 1O 5
2.1 OBJIETIVO GERAL ...oouieveeeeeeeeeee e an s 5
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 5
REVISAO DA LITERATURA ......ooiiiieieeeee e eeevesteeees st snen s 6
3.1 INTRODUGAO ..ottt ne et en e ten e 6
3.2 ETIOPATOGENIA ....ooooiieceeeeeeeeeeee ettt 12
3.2.1  Fatores ambientaiS .........oeeeiiiiiiie e 12
3.2.2  FAtOreS GENALICOS. .. ccuviiiieiieeeteeie ettt ettt nre e 13
3.2.3  Fatores MiCroDIAN0S .........ccoiiiiiii i 15
3.2.4  Fatores IMUNOIOGICOS. .......ooiuviiiieiiieiiie ettt 16
3.3 BARREIRA INTESTINAL w..oooviiiviieieeieieeeeeeeseeeeeeess s seeseeses s st 17
3.4  PERMEABILIDADE INTESTINAL ..ooviviiiteeeeeeeeeeeseeeeess s 20
3.4.1 Avaliagdo da Permeabilidade Intestinal.............ccoooiiiiiiiiii 22
3.5 MARCADORES DE ATIVIDADE INFLAMATORIA ......ccccovovieeerereeeeersieeines 24
PACIENTES E METODOS .......ooiviiiivieieeeseieeese s essesis s ses s sensnaas 27
4.1 INDICE DE ATIVIDADE INFLAMATORIA NA DOENCA DE CROHN........... 27
4.2 PERMEABILIDADE INTESTINAL ...oooivivcieeeeieieceeseseeeeeeeses s 28
4.3  CALPROTECTINA FECAL ...coovosveiieeeeeereieeieeeseeieeess s sees s 31
4.4  ANALISES ESTATISTICAS ....ooiviiiieeieieeee ettt 32
RESULTADOS........oooiieieiieeeeetesieeeses s s ses s st ssnen s 33
5.1 INDICE DE ATIVIDADE INFLAMATORIA NA DOENCA DE CROHN............ 35
5.2 AVALIACAO DOS MARCADORES BIOQUIMICOS DE ATIVIDADE
INFLAMATORIA ......oooeiieeceeeeeee e tee e eeee st 35
5.3 PERMEABILIDADE INTESTINAL w...coeviiiieieieeeee e 36
5.4  CALPROTECTINA FECAL ...coeviveeeeeieeeeeeeeseeeeeee s eseesee s 38
55 CORRELACOES P DE SPEARMAN .....cocoiiiiiiieeceeeeeeeeee e 38
DISCUSSAOD. ..ottt ettt 41
6.1 LIMITACOES DO ESTUDO .....ooveivieeeeiceeseseeeieeiesesesieseess s iesee s s 45
CONCLUSAO ..ottt 46
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cocooiiiieieeeeteee et 47



9

ANEXOS



1 INTRODUCAO

As doencas inflamatdrias intestinais (DII) sdo representadas principalmente por duas
entidades: a retocolite ulcerativa (RCU) e a doenca de Crohn (DC). A enfermidade atualmente
denominada de doenca de Crohn ndo é afeccdo nova, haja vista a existéncia de relatos
compativeis desde a Grécia Antiga e Alexandria. Soranus de Efeso (170 d.C.) descreveu em
seu livro uma afeccdo muito semelhante a DC. Porém, o reconhecimento definitivo como
enfermidade clinica, para a forma ileal da doenca, ocorreu somente apds a publicacdo do
trabalho de Crohn, Ginzburg e Oppenheimer, em 1932.%

A DC pode acometer qualquer segmento do trato gastrointestinal, da boca ao anus,
embora possua maior propensdo a comprometer o ileo terminal e o célon proximal. Séo
caracteristicas da doenca o acometimento segmentar do trato gastrointestinal, e a possibilidade
de a inflamacéo estender-se para todas as camadas da parede intestinal, desde a mucosa até a
serosa. E doenca cronica, cujas intervencdes terapéuticas visam induzir e manter a remissao da

doenca, a fim de restaurar a qualidade de vida do paciente e evitar complicagfes futuras.? 3

Individuos acometidos apresentam principalmente diarreia e dor abdominal,
frequentemente acompanhadas de emagrecimento. Fistulas e estenoses sdo complicacGes
comumente observadas, além da ocorréncia de manifestacdes extraintestinais, tais como

acometimento articular, dermatoldgico, oftalmoldgico, dentre outros.*

A etiologia da DC néo estd completamente esclarecida. Contudo, sabe-se que a doenca
se desenvolve em pessoas geneticamente susceptiveis, em consequéncia da interacdo de fatores
ambientais, microbiota intestinal e fatores da imunorregulacdo. O aumento da passagem de
antigenos através da mucosa intestinal induz a ativacdo inadequada do sistema imune,
ocasionando inflamacéo cronica. Essas interacfes determinam os diferentes fenotipos clinicos

e a historia natural da doenca.? ®

O diagndstico da DC baseia-se nas manifestacdes clinicas associadas aos aspectos
endoscopicos, radioldgicos e histopatologicos. Biomarcadores imunoldgicos e fecais também
tém sido utilizados. E necessario destacar a importancia do diagndstico diferencial,
principalmente entre a DC e RCU. Na maior parte das vezes, quanto mais aguda e intensa a
manifestacdo clinica da doenca, mais dificil o diagndstico diferencial entre elas, em razéo do
processo inflamatério ser acentuado e inespecifico, ou do acometimento de segmentos comuns

a ambas.% ’



A DC apresenta maiores taxas de incidéncia em paises desenvolvidos, como nos Estados
Unidos da América e paises do norte europeu. A Asia, Africae América do Sul sdo consideradas
areas de baixa incidéncia da doenca. Entretanto, a incidéncia das doencas inflamatérias
intestinais vem aumentando com o desenvolvimento e a urbanizacdo de grupos populacionais.
Fatores ambientais constituem importante aspecto na emergéncia de DIl em areas que

anteriormente possuiam baixa prevaléncia de DII.

Estudo pioneiro realizado no Brasil, entre 1986 e 2005, com objetivo de estimar a
incidéncia de DIl no estado de S&o Paulo, demonstrou aumento desta de 0,4 por 100.000
pessoa/ano para 3,5 por 100.000 pessoa/ano para DC, no periodo entre os anos de 1986 e 2005.8

A urbanizagéo parece constituir importante fator de risco para o desenvolvimento da
DC, assim como a ocidentalizacdo do estilo de vida, aspectos que podem explicar a tendéncia
ao aumento das taxas de incidéncia da doencga. A analise de popula¢cdes migrantes sugere que
as diferencas na prevaléncia observada entre os diversos grupos étnicos e raciais estariam mais
relacionadas ao estilo de vida e as influéncias ambientais do que a diferencas genéticas

propriamente ditas.® *°

Disfuncdes da barreira intestinal sdo observadas em processos inflamatérios intestinais
e tém sido apontadas como importante fator na patogénese da DC. O aumento da
permeabilidade intestinal em pacientes com DC e em seus parentes de primeiro grau servem de
evidéncia para essa observacao. Estudos sugerem que defeitos preexistentes nas jungdes firmes
permitem o aumento da permeacdo de antigenos luminais toxicos, determinando inflamacao
intestinal. Recentemente, o melhor conhecimento dos fatores genéticos veio demonstrar a
importancia da imunidade inata na etiopatogénese das DII. Anormalidades no sistema de
monitorizacdo e remocao de bactérias, nos mecanismos de defesa contra moléculas tdxicas, no
complexo juncional apical da barreira intestinal e na sinalizacdo da imunidade inata tém sido

apontados como fatores importantes na génese das DII.1%12

Embora o epitélio intestinal represente o limite fisico entre 0 meio interno e externo,
existem outros elementos que formam a barreira mucosa intestinal, como a camada de muco e
0s elementos subepiteliais responsaveis pela resposta imune inata e adaptativa. A expressao
permeabilidade intestinal relaciona-se a funcdo de barreira exercida pelo epitélio e se traduz
pela propriedade deste epitélio de permitir a passagem de moléculas por meio do mecanismo
de difusdo ndo mediada, dependente do gradiente de concentracdo e sem assisténcia de um

sistema carreador bioguimico, passivo ou ativo.'* 3



A quebra da integridade da barreira mucosa tem sido associada a mecanismos
etiopatogénicos comuns a varias doencas de carater inflamatorio do trato digestivo. Acredita-
se que o excesso de antigenos e bactérias que atingem o organismo atraveés da luz intestinal esta
associado a fendmenos de ordem imunoldgica, ndo apenas no trato digestivo. A permeabilidade
intestinal aumentada € interpretada como um mecanismo que permite a apresentacdo de
antigenos luminais ao sistema imune da mucosa intestinal, dando inicio a inflamacdo. A
predisposicdo genética para responder a um antigeno luminal de forma acentuada, somada a
presenca do antigeno que determine a resposta imune e a apresentacdo do mesmo ao sistema

imunoldgico da mucosa, provavelmente representem as etapas para o desenvolvimento da DC.

A avaliacdo da integridade da mucosa intestinal realizada pelo teste de permeabilidade
é feito por meio da medida da excrecéo urinaria de agucares, ndo metabolizaveis, administrados
por via oral. A partir da medida da taxa de excregdo de macromoléculas, como a lactulose,
podemos dimensionar ou mesmo retratar a quebra de barreira intestinal. Frequentemente, o
manitol € empregado em conjunto com esse dissacarideo para a avaliacdo da permeabilidade
intestinal. Ambos representam os marcadores mais utilizados na pratica clinica. A literatura
registra diferentes formas de expressar e avaliar os valores de lactulose e manitol na urina: taxa
lactulose/manitol, taxa lactulose/creatinina e excrecao de lactulose na urina, coletada durante 5
horas e mensurada como porcentagem da dose administrada por via oral. Entretanto, ainda nao
estd estabelecido se a quebra da barreira intestinal desencadeia a DC ou se 0 aumento da

permeabilidade intestinal é consequéncia da inflamagdo cronica.> 14 1°

O tratamento clinico da DIl visa a rapida e sustentada remissdo dos sintomas, com a
normalizacdo dos escores de atividade clinica da doenca, dos exames bioquimicos e remisséo
endoscopica. O arsenal terapéutico para tratamento da DC inclui os corticosteroides, derivados

salicilicos, antibidticos, imunossupressores e a terapia bioldgica.

O processo inflamatério crénico subclinico, que muitas vezes persiste a despeito da
remissdo clinica, é responsavel pela lesdo estrutural permanente do trato gastrointestinal. O
tratamento da inflamacdo subclinica tem sido proposto, com o objetivo de minimizar os
possiveis danos inflamatdrios. A cicatrizacdo da mucosa é considerada como fator preditivo do
prognostico em longo prazo e quando alcancada, resulta na diminuicdo do uso de esteroides, do

nimero de recidivas, de internagdes hospitalares e intervengdes cirlirgicas.'® 1/



A terapia bioldégica mostra-se capaz de cicatrizar a mucosa intestinal inflamada e tem
nos anticorpos contra o Fator de Necrose Tumoral-a (anti-TNF-a) seu principal representante

no tratamento da DC*8

Além da escolha da terapia adequada, outros aspectos como o diagnostico, prognostico,
avaliacdo da atividade e gravidade da doenca constituem desafios na prética clinica. N&do ha um
padrdo-ouro Unico que avalie todos esses aspectos e, por isso, geralmente aplica-se uma
combinacdo da avaliagdo clinica com exames bioquimicos, radiolégicos, endoscopicos e
histolégicos. Marcadores bioquimicos tém sido utilizados por diversas razdes, ja que permitem
a mensuracdo objetiva da atividade da doenca e evitam ou diminuem o emprego de métodos
invasivos, tais como a colonoscopia. Considerando as caracteristicas ideais que um marcador
deve possuir, como rapidez e facilidade de mensuracdo, reprodutibilidade entre pacientes e
laboratdrios, possibilidade de detectar atividade da doenca, avaliar os efeitos do tratamento,
entre outros, destacam-se trés marcadores: proteina-C reativa, velocidade de

hemossedimentagdo e calprotectina fecal.'% 2

Dessa forma, o presente estudo propde-se a utilizar métodos nédo invasivos para avaliar
os efeitos da terapia biologica, principalmente sobre o processo inflamatorio e sobre a barreira

mucosa, em pacientes com DC, além de correlacionar as respostas desses marcadores.



2 OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

Avaliar de forma prospectiva a associacdo da terapia bioldgica (anticorpos anti-TNF-a)
ao processo inflamatorio intestinal e a recuperacao da barreira intestinal, de pacientes com DC,
utilizando-se o teste de permeabilidade intestinal e correlacionado-o a outros marcadores

inflamatorios, antes e apos o tratamento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a permeabilidade intestinal antes e apds o tratamento com terapia bioldgica
(anticorpos anti-TNF-a)

- Quantificar a calprotectina fecal antes e ap6s o tratamento com terapia biologica (anticorpos
anti-TNFa)

- Avaliar a velocidade de hemossedimentacdo (VHS) e os niveis de proteina C reativa (PCR)

antes e ap0s o tratamento com terapia biologica (anticorpos anti-TNF-a)

- Correlacionar a resposta clinica com a permeabilidade intestinal e a calprotectina fecal no
grupo de pacientes tratados com terapia bioldgica (anticorpos anti-TNF-a) e demais marcadores

inflamatorios



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 INTRODUCAO

A DC caracteriza-se por inflamacdo intestinal cronica, de etiologia parcialmente
conhecida, que pode acometer qualquer segmento do trato digestivo, da boca ao anus. Apresenta
distribuicdo caracteristicamente segmentar e manifesta-se, frequentemente por dor abdominal,
diarreia e perda de peso. Pode evoluir com complica¢des, como fistulas, abscessos e obstrugédo
intestinal. Apresenta tendéncia a recorréncias durante toda a vida, mesmo apds resseccao
cirGrgica. Pode estar associada a diversas manifestacOes extra-intestinais. O tratamento
atualmente disponivel possibilita o controle da atividade da doenca e o alivio dos sintomas, mas
ndo proporciona a cura. Sua definicdo e diagnostico baseiam se nas manifestacdes clinicas e
nos achados bioquimicos, radioldgicos, endoscopicos e histoldgicos. Entretanto, nenhuma das

alteracBes é considerada patognomanica da doenca.®

A DC acomete com maior frequéncia adultos jovens, em seu periodo mais produtivo,
ocasionando enorme diminuicdo na qualidade de vida. Cerca de 70% dos pacientes necessitam

de tratamento cirtirgico e 30% sofrem repetidas resseccdes intestinais.

Altas taxas de incidéncia sdo descritas nos Estados Unidos da América, Escandinavia e
Gra-Bretanha. A Asia, Africa e América do Sul sdo consideradas areas de baixa incidéncia.
Entretanto, nos ultimos anos, um aumento tem sido observados nestas areas, 0 que parece ter

relacdo direta com o desenvolvimento e a urbanizagéo destes grupos populacionais.

Nos Estados Unidos, a incidéncia da DC apresentou aumento entre os anos de 1935 e
1975. Levantamento realizado entre os anos de 1990 e 2000, em uma mesma populacéo,
demonstrou incidéncia de 7,9 por 100.000 pessoas/ano. Na Europa, mudanca epidemioldgica
das DIl tem sido observada ao longo das Ultimas décadas. O leste europeu que, historicamente,
possuia baixas taxas de incidéncia de DII, apresentou aumento entre os anos de 1977-2001, a
exemplo da Hungria, que apresentou elevacdo da incidéncia de 0,4 para 4,7 por 100.000
pessoa/ano. Os Paises asiaticos apresentam baixas taxas de incidéncia quando comparados aos
paises ocidentais. Estudos realizados entre os anos de 1998 e 2005 demonstraram taxas que
variaram de 1,00 a 1,34 por 100.000 pessoas/ano no entre Japdo, Coreia do Sul e Hong-Kong.
Dados relativos as Américas Central e do Sul ainda séo escassos. Estudo pioneiro realizado no

Brasil, entre 1986 e 2005, que teve como objetivo estimar a prevaléncia de DIl no estado de



S&o Paulo, demonstrou aumento desta de 0,4 por 100.00 pessoas/ano para 3,5 por 100.000

pessoas/ano para DC.% 921

A urbanizagdo parece constituir importante fator de risco para o desenvolvimento da
DC, assim como a ocidentalizagdo do estilo de vida, aspectos esses que poderiam explicar a
tendéncia ao aumento das taxas de incidéncia da doencga. A analise de populacBes migrantes
sugere que as diferencas na prevaléncia observada entre os diversos grupos étnicos e raciais
estariam mais relacionadas ao estilo de vida e as influéncias ambientais do que as diferencas

genéticas propriamente ditas.% 1°

A apresentacdo clinica da DC varia, dependendo do local de acometimento, da extens&o,
da gravidade, do comportamento da doenca, da presenca de complicagdes e manifestacGes
extra-intestinais. O conhecimento dos diferentes fenotipos auxilia a compreensdo dos diversos
quadros clinicos possiveis. S&o reconhecidos trés fendtipos, caracterizados pelo padrédo
penetrante, estenosante e ndo estenosante e ndo penetrante, 0s quais podem se apresentar de
forma isolada ou associada. No Congresso Mundial de Gastroenterologia, realizado em
Montreal no Canada, em 2005, foi apresentada uma proposta de classificacdo que aborda as
caracteristicas clinicas baseada na localizagéo, idade ao diagndstico e comportamento da DC
(Quadro 1).%2 A utilizacdo dessa classificagio trouxe uma linguagem mundial comum no que
se refere aos diferentes perfis clinicos da doenca, aléem de ressaltar o aspecto evolutivo e
dindmico dessa afeccdo. Constata-se que a maioria dos pacientes que, ao diagnostico,
apresentava padrdo ndo penetrante e nao estenosante, ao longo do tempo evolui para
complica¢bes como fistula e estenose o que ocorre em 50% a 60% dos casos, apos 10 anos de

evolucio da doenca.*

A doenca apresenta predilecdo pelo intestino delgado distal e intestino grosso proximal.
Cerca de metade dos pacientes tém doenca que acomete tanto o ileo quanto o colon. Em
aproximadamente um terco dos pacientes, o acometimento é do intestino delgado,
principalmente ileo e, em alguns casos, o jejuno. Cerca de 20% a 25% dos casos apresentam
unicamente leséo colénica. O envolvimento isolado do jejuno € raro, assim como o de esdfago,

estdmago e duodeno.*



Quadro 1: Classificagdo de Montreal (Silverberg et al, 2005)?

Idade ao diagndstico (A)

Al: 16 anos ou menos
A2: 17 - 40 anos
A3: > 40 anos

Localizacédo (L)

L1: fleo terminal
L2: colon

L3: ileocélon

L4: trato GI superior

L1 + L4: ileo + TGI superior
L2 + L4: colon + TGI superior
L3 + L4: ileocolon + TGI

superior

Comportamento (B)

B1: ndo estenosante, ndo
penetrante

B2: estenosante

B1p: ndo estenosante, ndo
penetrante + fistula perianal
B2p: estenosante + fistula

perianal
B3p: penetrante + fistula
B3penetrante )

perianal

TGI: Trato gastrointestinal superior

Dor abdominal e diarreia sdo sintomas mais frequentes. A dor geralmente € tipo célica,
mas pode ser persistente e forte. Perda de peso, astenia, febre baixa e retardo do
desenvolvimento somatico e sexual nas criangas e adolescentes, sdo sintomas constitucionais

(ue podem estar presentes ou se constituirem na Gnica manifestagio da afecgdo.*

As manifestacdes perianais, que se caracterizam principalmente por lesdes de pele,
fissuras, fistulas, abscessos e estenose anorretal sdo observadas com frequéncia no curso

evolutivo da DC.*

A DC ¢é sede de complicacdes, muitas vezes variadas, como a perfuracdo intestinal,

abscessos e fistulas abdominais, estenose e obstrucio e doenca perianal. *

A estenose da luz intestinal pode ser determinada por inflamacéo quando a doenca esta
em atividade ou por fibrose constituindo-se em processo cicatricial. A primeira, decorrente do
processo inflamatario, responde ao tratamento clinico. Ja a segunda, de natureza fibrotica, pode

requerer dilatagdo por endoscopia ou intervencéo cirdrgica para desfazer a obstrugdo.*

As fistulas, que sdo comunicacdes anormais entre dois 6rgdos, podem ocorrer durante o

curso evolutivo da DC. As mais comuns sdo as fistulas perianais, que surgem em 15% a 35%



dos pacientes. Fistulas de um segmento do trato gastrointestinal para o outro, como a
énteroentérica, énterocoldnica ou coléncolbnica, ocorrem com frequéncia e geralmente séo
assintomdticas. As fistulas para o trato urinario ou vagina ndo séo raras e podem provocar
pneumaturia, fecallria ou expulsdo de ar pela vagina. Essa condi¢ao determina infeccao urinaria

ou ginecoldgica.

Além das complicagdes estenosantes e penetrantes, varias outras podem ocorrer
distantes do intestino. Estima-se que um quarto dos pacientes com DC terdo uma manifestacao
extra-intestinal e que um quarto dos acometidos podem desenvolver mais de uma manifestacéo
clinica, haja vista que a doenca tem carater sistémico. As mais comuns sdo artrite, espondilite
anquilosante, pioderma gangrenoso, eritema nodoso, irite, uveite, episclerite e colangite

esclerosante primaria. Algumas manifestaces podem anteceder o diagndstico da doenca.*

O tratamento farmacoldgico da DC possui diversas ferramentas terapéuticas. Embora a
eficacia dos corticosteroides na DC em atividade seja incontestavel, o uso dessa classe de
medicamentos € contraindicada no tratamento de manutencdo de remissdo, além da sua
utilizacdo em longo prazo estar associada efeitos adversos, como insénia, labilidade emocional,

psicose, osteoporose, miopatia, catarata, diabetes, hipertensdo, glaucoma e pancreatite aguda.
14

Entre os derivados salicilicos, se incluem a sulfassalazina e a mesalazina. A primeira é
desdobrada por acdo bacteriana no colon, em sulfapiridina e &cido 5-aminisalicilico (5-ASA ou
mesalazina). A mesalazina ¢ o metabdlito ativo e age na mucosa intestinal. Embora varios
ensaios clinicos tenham demonstrado a eficacia do 5-ASA em induzir e manter a remissao em
pacientes com RCU de leve e moderada atividade, faltam evidéncias para sua utilizacdo na DC.
Bergman e Parks? realizaram revisdo sistematica da literatura, com a incluséo de seis ensaios
clinicos controlados e randomizados, que ndo demonstraram melhora significativa das taxas de
remissdo em pacientes com DC em uso de 5-ASA, quando comparados ao placebo. Apesar da
falta de evidéncias a respeito da utilizacdo desses medicamentos, estimou-se em 2003, que
75% dos gastroenterologistas continuavam usando a 5-ASA como tratamento de primeira

escolha para pacientes com DC leve & moderada.®

Dentre os mecanismos envolvidos na patogénese da DC, a disfun¢do imunoldgica
associada a intolerancia a microbiota normal aparenta ter grande relevancia. Algumas bactérias
ja foram investigadas no desenvolvimento da DC, tais como a Yersinia enterocolitica, Listeria

monocytogenes, Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis, e Escherichia coli.
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Estudos tém sugerido que os antibidticos podem ser eficazes no tratamento de pacientes com

atividade inflamatéria, complicacGes perianais e recidivas pds-operatorias.?*

Na classe dos imunossupressores ou imunomoduladores podem ser citadas as tiopurinas,
azatioprina (AZA) e 6-mercaptopurina (6-MP), a cloroquina, a ciclosporina e 0 metrotrexato.
Mais recentemente, o tacrolimus e o micofenato mofetil tém sido utilizados. Os
imunomoduladores mais estudados e utilizados na DIl e com os quais ha consideravel
experiéncia acumulada sdo a AZA e a 6-MP. Estudo de meta-anélise realizado pela Rede
Cochrane no ano de 2010, que incluiu oito ensaios clinicos, teve como objetivo avaliar a
eficacia da AZA e 6-MP no tratamento da DC. Os resultados demonstraram alta taxa de resposta
em pacientes tratados com as tiopurinas, quando comprados ao grupo placebo. Demonstraram
também queo periodo minimo para alcance da resposta terapéutica € superior a 17 semanas de
tratamento. As tiopurinas constituem medicamentos de grande relevancia para tratamento de
manutencdo, na abordagem da dependéncia e resisténcia aos corticoides, bem como mostram-
se (teis na DC penetrante. Nikfar et al*® demonstraram em meta-analise, que incluiu 11 ensaios
controlados por placebo, reducdo significativa de pelo menos 50% do nimero de fistulas ativas

apos uso de associacdo de imunossupressores e antibioticos. % 14

Apesar das tiopurinas serem amplamente utilizadas no manejo da DC e da RCU,
aproximadamente 20% dos pacientes desenvolvem algum tipo de intolerancia a esses
medicamentos e outros 30% mostram-se refratarios.Como alternativa, nesses casos,
recomenda-se 0 uso do metotrexato. Ensaio clinico controlado por placebo demonstrou, apos
16 semanas de administracdo semanal de 25mg de metotrexato por via intramuscular, remissao
em 39% dos pacientes do grupo tratado, em comparacdo a 19% do grupo placebo. Efeitos
adversos como nausea, diarreia, estomatite, leucopenia, alopecia, elevacdo de transaminases,
pneumonia por hipersensibilidade, fibrose ou cirrose hepéatica foram descritos em 10 a 25%
dos pacientes que usaram metotrexato. A administracdo concomitante do acido folico tende a

minimizar o aparecimento dos efeitos adversos.*®

O objetivo do tratamento da DC néo se constitui somente em induzir e manter a remissao
clinica mas, principalmente cicatrizar a mucosa inflamada. Beppu et al'’. demonstraram que
79,1% dos pacientes com acometimento ileal e 78,9% daqueles com acometimento col6nico
que atingiram a cicatrizacdo das lesbes apresentaram também, remisséo clinica. A cicatrizacao

da mucosa é considerada como fator preditivo do progndstico em longo prazo e quando



11

alcangada, resulta na diminuicdo do uso de esteroides, do nimero de recidivas, de internaces

hospitalares e intervencdes cirtrgicas.’

A terapia biol6gica mostra-se capaz de cicatrizar a mucosa intestinal inflamada
e tem nos anticorpos contra o Fator de Necrose Tumoral-a (anti-TNF-a) seu principal
representante no tratamento da DC. O Fator de Necrose Tumoral — a, citocina pro-inflamatoria,
tem papel central na patogénese das DC e, por isso, a terapia bioldgica se tornou importante
alternativa do arsenal terapéutico no tratamento das DII. Todavia, 0 mecanismo preciso de a¢éo
dos anticorpos anti-TNF néo foi totalmente identificado e provavelmente compreende mais que
a simples neutralizacdo do TNF solivel. Um grande nimero de estudos tem relacionado
citocinas pro-inflamatorias, como o Interferon e o Fator de Necrose Tumoral, a0 aumento da
permeabilidade paracelular e, dessa maneira, a recomposicdo da barreira intestinal seria um
mecanismo que explicaria a eficicia dos anti-TNF. Essa hipotese e corroborada pela habilidade
do ilnfliximabe, o primeiro representante da classe, em restaurar a fungdo de barreira em
pacientes com DC. Os dois principais anti-TNF usados atualmente para tratar a DIl séo o
Infliximabe e 0o Adalimumabe. O primeiro € um anticorpo quimérico monoclonal, sendo
indicado com o objetivo de: 1) induzir melhora ou remissao clinica; 2) reduzir o nimero de
fistulas drenantes perianais ou enterocutaneas ou elimina-las em totalidade; 3) poupar o uso de
esterdides; ou 4) evitar completamente o uso de esteroides, empregando o infliximabe como
um rapido agente de inducdo, seguido por tratamento de manutencdo conjugado com a
azatioprina, 6-mercaptopurina ou metotrexato. O segundo € um anticorpo totalmente humano,
monoclonal e recombinante do tipo 1gG1 e, além de ser indicados nas mesmas situacdes
supracitadas, pode ser usado quando ha falha terapéutica no uso do infliximabe. Outros
medicamentos que se enquadram na classe de bioldgicos sdo o certalizumabe pegol e o

natalizumabe.'®

N&o existe um exame considerado padrdo para o diagnostico da DC. A histéria clinica
do paciente, o exame fisico bem conduzido, os exames de imagem, além do histopatoldgico,
conduzem ao diagnostico dessa afec¢do intestinal e orientam, muitas vezes, na realizacdo dos
demais exames. Assim, alguns procedimentos podem trazer informacdes importantes que
conduzem a condi¢do da suspeita clinica. Marcadores bioquimicos tem sido utilizados por
diversas razfes, ja que permitem a mensuracdo objetiva da atividade da doenca e evitam ou
diminuem o emprego de métodos invasivos, tais como a colonoscopia. Considerando as
caracteristicas ideais que um marcador deve possuir, como rapidez e facilidade de mensuracéo,

reprodutibilidade entre pacientes e laboratorios, possibilidade de detectar atividade da doenca,
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avaliar os efeitos do tratamento, entre outros, destacam-se trés marcadores: proteina-C reativa,

velocidade de hemossedimentagéo e calprotectina fecal'® 20

A DIl pode ser categorizada por meio de diversos indices de classificacdo e avaliacdo
da atividade. Os indices e sistemas de classificacdo sdo as principais ferramentas que permitem
a formacdo de uma base para pareamento e anélise de dados. Em 2005, no Congresso Mundial
de Gastroenterologia, o sistema de classificacdo de Viena proposto em 1998 foi atualizado,
tendo em vista que esse sistema possibilitava a estratificacdo da DC em apenas 24 subgrupos.
A classificacdo de Montreal (Quadro 1) ndo substituiu os trés principais parametros utilizados
(idade ao diagnéstico, localizacdo da doenca e comportamento), mas incluiu modificagdes em
cada um deles, principalmente no que diz respeito a ocorréncia de doenca perianal,

independente do acometimento intestinal.?®

O Indice de atividade da doenca de Crohn (CDAI) foi desenvolvido a partir da
observacao inicial de 18 variaveis. Apos analise multivariada, a fim de desenvolver um indice
que melhor predissesse a impressao geral do investigador para cada paciente, oito variaveis
foram escolhidas para o célculo do CDAI. Esse sistema de classificagdo possui algumas
limitacGes, principalmente relacionadas ao carater subjetivo de algumas das variaveis, e que

possuem pesos relevantes no valor final do escore. 2/

3.2 ETIOPATOGENIA

Ao longo dos anos, varias teorias foram propostas para explicar a etiopatogenia da DC,
desde causas infecciosas, psicossomaticas, metabdlicas, vasculares, genéticas, alérgicas,
autoimunes e imunomediadas. Com o passar do tempo, algumas foram abandonadas, enquanto
outras ganharam maior importancia, em especial aquelas que incluiam fatores ambientais,
genéticos, relativos a microbiota intestinal e a resposta imune. Estes quatro fatores tém sido
apontados como pilares da etiopatogenia da DC, embora nenhum deles possa, isoladamente,
desencadear o processo inflamatorio cronico. A integracdo e a influéncia destes,
provavelmente, sdo imprescindiveis para o surgimento e determinacédo dos diferentes fenotipos
das DC.

3.2.1 Fatores ambientais
A distribuicdo geografica da DC e as mudancgas em curso na incidéncia dessa doenca
indicam que fatores ambientais desempenham importante papel na sua etiologia. A

susceptibilidade genética é condi¢do primordial para o desenvolvimento das DC e, tendo em
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vista que as mudancas geneticas ocorrem de forma lenta e gradual, € natural que o rapido
aumento da incidéncia sugira que os fatores ambientais sdo tdo relevantes quanto 0s genéticos

no desenvolvimento das DC. %

E indiscutivel que o surgimento da DC em varias regiées do mundo esta associado a
melhoria das condic¢des socioecondmicas, como observado inicialmente no norte da Europa e
nos Estados Unidos da América.Posteriormente, no restante do continente europeu, Ameérica
do Sul, Japdo e mais recentemente na regido do Pacifico Asiatico. A "hipdtese da higiene",
proposta inicialmente em 1989 por Strachan et al?®, ainda permanece como importante teoria
para explicar o rapido aumento da incidéncia e prevaléncia mundiais da DC. Essa hipotese
postula que seu aumento deve-se a mudanca dréastica e rapida de um estilo de vida "sujo", com
alta exposicao a agentes microbianos e parasitarios, para um estilo de vida "limpo", com baixa
exposicdo a esses fatores. Tal mudanca seria consequéncia do acesso a agua e alimentos mais
seguros, ampliacdo do acesso aos antibioticos, vacinas e auséncia de contato com agentes
bacterianos e parasitarios, resultantes de melhorias da higiene e saneamento das populagdes. A
teoria propde ainda que o declinio progressivo de doencas infecciosas nas fases iniciais da vida
compromete o desenvolvimento do sistema imunoldgico, tornando-o e menos apto para lidar
com novos estimulos, sendo incapaz de eliminar agentes agressores ou respondendo de modo

inadequado & microbiota normal do paciente.

Um grande namero de fatores ambientais sdo considerados fatores de risco para o
desenvolvimento da DC, incluindo o tabagismo, dieta, medicamentos (contraceptivos orais e
anti-inflamatorios ndo esteroidais), estresse, microbiota entérica, permeabilidade intestinal
alterada e apendicectomia. Desses, 0 tabagismo representa o fator ambiental mais fortemente
associado ao risco de desenvolvimento das DII, possuindo carater protetor para RCU, e
aumento do risco para DC. Fumantes com DC, quando comparados a ndo fumantes, apresentam
pior curso evolutivo da doenca, elevadas taxas de recidivas, intervencfes cirurgicas mais
frequentes e maior necessidade de medicamentos imunossupressores. O efeito do tabaco sobre
a DC pode estar associado a modulacdo da resposta imune, a alteracGes nos niveis de citocinas,
mudancas na composi¢do do muco intestinal, efeitos vasculares e alteracGes da permeabilidade

intestinal, dentre outros. 3031

3.2.2 Fatores genéticos

Estudos epidemiologicos e familiares demonstraram que fatores genéticos

desempenham um importante papel na susceptibilidade a DC. Existe um aumento na
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prevaléncia das DIl em parentes de primeiro e segundo graus, além de um aumento do risco
relativo entre irmaos. Observa-se elevada taxa de concordancia em gémeos monozigdticos
versus dizigoticos, na ocorréncia da DC. No caso de gémeos monozigoticos, a taxa de
concordancia varia de 37% a 58%, enquanto que para gémeos dizigdticos as taxas situam-se
entre 3,9 a 12%.%!

Esta afeccdo, no entanto, € geneticamente complexa e ndo pode ser explicada por
modelo de um Unico gene. A DC é considerada um distdrbio poligénico heterogéneo. Apos a
descoberta da associacdo de variantes do gene NOD2/CARD15 com a DC ileal e de variantes
do gene do receptor para IL-23 com a DC e RCU, o nimero de associacdes genéticas para as
DIl vém aumentando exponencialmente. A NOD2 é uma proteina citosolica responsavel pelo
reconhecimento do dipeptideo muramil bacteriano, o principal componente da parede desses
microrganismos. O gene NOD2 ¢ expresso principalmente em mondcitos e macréfagos, nos
quais desempenha o papel na sinalizagdo de vias, sendo um de seus efeitos, a ativacao do Fator
Nuclear (NF)-KB, envolvido na resposta inflamatéria celular e na apoptose de macréfagos. A
ativacdo do NF- kB desencadeia a produgdo de uma gama de mediadores inflamatdrios ndo
especificos, incluindo citocinas, fatores de crescimento, metabdlitos do acido araquidénico e
espécies reativas de oxigénio, que favorecem o processo inflamatério e, em Gltima instancia,
levam a destruicdo tecidual. Mutagcdes no gene NOD2, paradoxalmente, reduzem a ativacéo
macrofagica de NF- kB. Consequentemente, esperar-se-ia uma diminuicdo dos processos
inflamatdrios, ao contrario do aumento observado nas DII. A justificativa para tal observacéo

permanece desconhecida.3t 32

Estudos de Associacdo Gendmica Ampla (GWAS) ja permitiram a identificacéo de 163
loci independentes associados as DI, sendo 92 ja bem consolidados e 71 recém-descobertos.
Desse total, a maior parte dos loci (67%) estdo associados tanto com a DC quanto com a RCU.
Apenas 38 loci determinam fendtipos especificos para a DC. Deve-se notar que a maior parte
das associacOes genéticas relatadas ndo determina alteracdo isolada em via pro-inflamatoria
especifica, mas apontam para os loci que possuem multiplos genes provavelmente envolvidos

na etiologia das DI|I. %2

Além da identificacdo das vias pro-inflamatérias, o estudo das anormalidades genéticas
na DC tem o potencial de fornecer informacdes relevantes ao manejo clinico da doenca. Na

visdo de Schirbele e Fiochi®® a analise genética combinada podera auxiliar na distingdo entre
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DC e RCU e predizer o risco e gravidade da DC, bem como prever a resposta ao tratamento
com a terapia bioldgica em pacientes com RCU.*3

3.2.3 Fatores microbianos

A teoria de que o desenvolvimento da DC seria a consequéncia da perda de tolerancia
imunoldgica a microbiota intestinal autdloga permanece valida. Grande nimero de estudos em
modelos animais de DIl e, em menor nimero, estudos em humanos, corroboram essa teoria. Na
maioria dos modelos animais, a presenca de bactérias no intestino € essencial para o
desenvolvimento da DIl experimental. E amplamente aceito o fato de que a microbiota
comensal de individuos saudaveis, particularmente a microbiota coldnica, apresenta extensa
variabilidade, porém, o uso de variados métodos baseados em analise de DNA e de cultura
apresentam resultados que ndo sdo comparaveis entre si. Consequentemente, torna-se dificil

determinar se a microbiota comensal apresenta-se normal ou alterada nas DII.°

Em individuos com DC, a existéncia de reatividade imunoldgica direcionada a
microrganismos intestinais ja é conhecida ha bastante tempo, sendo demonstrada pela presenca
de anticorpos sorolégicos contra uma variedade de microrganismos, incluindo anti
Saccharomyces cerevisiae (ASCA), antimembrana externa da proteina C, antiflagelina CBirl e
anti-12. Esses anticorpos sdo frequentemente usados como biomarcadores para a DC e a
deteccdo de altos titulos desses anticorpos esta associada a ocorréncia de complicagdes e ao
rapido progresso do curso da doenca. Esses achados estabelecem uma conexdo préxima entre

a magnitude da resposta imune contra a microbiota intestinal e a patogénese da DC.*3

Se, de fato, a resposta imune contra a microbiota intestinal € o pilar central da
patogénese das DC, uma questdo que permanece sem esclarecimento relaciona-se ao
direcionamento da resposta imunoldgica, se esta é dirigida para a flora como um todo, para

subgrupos especificos de microrganismos ou para cepas especificas.®

O desenvolvimento de reatividade imunoldgica as bactérias entéricas é fendmeno
fisiologico, que se inicia imediatamente apds ao nascimento, quando o intestino comeca a ser
exposto a uma série de antigenos microbianos. O organismo desenvolve uma condicdo de
tolerancia contra esses antigenos, a fim de se evitar respostas exacerbadas ou nocivas. O que se
observa na DC € a perda desse estado de tolerancia e a instalacdo de resposta inflamatoria local

ndo controlada, que se traduz nas manifestagGes clinicas da doenga.®
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A falta de conhecimento a respeito da composi¢cdo da microbiota intestinal normal,
constitui um dos maiores obstaculos & compreensdo da maneira como ocorre e 0 motivo da
perda do estado de tolerancia. A quantidade de bactérias associadas com a camada mucosa é
acentuadamente aumentada em pacientes com DII, mas sua composicdo qualitativa permanece

ainda pouco elucidada.®

Outro aspecto relevante da maneira como o hospedeiro modula a resposta as alteragdes
bacterianas, refere-se ao papel dos peptideos antimicrobianos produzidos espontaneamente,
como as defensinas. Alfa-denfensinas entéricas, produzidas no intestino delgado de mamiferos,
pelas células de Paneth, sdo responséaveis pela defesa contra patdgenos e pelo controle do
equilibrio entre as diversas populacdes bacterianas, além de manter a homeostase local. No
entanto, anormalidades na producdo ou na funcdo das defensinas podem interferir na
composicdo da flora intestinal e contribuir para o desenvolvimento da DC. Estudos
demonstraram que a sintese de a-defensinas esta reduzida na DC ileal, além de reducdo da
atividade antimicrobiana na DC coldnica, achado consistente com a reducéo da expressdo desse
peptideo.*

3.2.4 Fatores imunoldgicos

A resposta imunologica é considerada o braco efetor da inflamacdo. A melhor
compreensdo do seu funcionamento e das alteracfes que ocorrem na DC sdo fundamentais para
elucidar os mecanismos envolvidos na inflamagéo cronica da mucosa intestinal. Ao se avaliar
as caracteristicas da imunidade inata, em condi¢cdes normais, sabe-se que 0s macréfagos estdo
condicionados a expressao de um fenotipo ndo inflamatério, com producdo limitada de
citocinas pro-inflamatdrias. A mucosa intestinal de pacientes com DC exibe macrofagos
ativados, heterogéneos, em maior nimero e que produzem mais citocinas pro-inflamatdrias,
como a IL-3 e TNF-a. Estas citocinas, além de participarem diretamente do processo
inflamatdrio, também influenciam a producédo de IFN-y, pelos linfocitos T locais. Outro aspecto
relevante relacionado a imunidade inata refere-se as células dendriticas intestinais, que sao
células apresentadoras de antigenos e que participam da regulacdo da resposta imunologica
local. Elas sdo responsaveis tanto pela a protecdo e defesa da mucosa, como também, por
induzir tolerancia e mediar a inflamacao. Na DC, estas células estdo ativadas, o que resulta no
aumento da expressdo dos receptores microbianos, além da producdo em niveis elevados de

citocinas pro-inflamatdrias, como IL-2 e IL-6. 3
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Em relacdo a imunidade adaptativa, a producdo de anticorpos pelos linfocitos B esta
aumentada na DC. Observam-se alteracfes na sintese e secrecdo de IgM, IgG e IgA, tanto nas
células sanguineas periféricas quanto nas células da mucosa intestinal acometida. Por muitos
anos, atribuiu-se as células T, especialmente, as células TCD4+ o papel central na patogénese
da DII. O estudo dessas células produziu informagdes cruciais sobre a imunidade celular, tanto
na DC quanto na RCU, além de ajudar a definir padrGes distintos da fun¢do imunorregulatoria
e os perfis de secrecédo diferentes dessas citocinas para as duas entidades. As evidéncias atuais
demonstram o importante papel das respostas Thl e Th17 na DC, com produgdo elevada de
citocinas pré-inflamatdrias como o INF-y, IL-12, IL-17 e IL-21, dentre outras.

3.3 BARREIRA INTESTINAL

A mucosa intestinal € uma das maiores areas da superficie corporal que esta em contato
com 0 meio externo, permitindo desta forma a interagdo entre os dois ambientes. A mucosa
intestinal tem a capacidade de manter o equilibrio entre a absorcdo dos nutrientes essenciais,
enquanto previne a entrada de agentes nocivos. Esta superficie epitelial compde o arcabouco da
funcdo de barreira da mucosa intestinal. Ainda que, o epitélio intestinal constitua a barreira
fisica entre 0 ambiente externo e interno, a barreira mucosa intestinal é formada por outros
elementos como a camada de muco, elementos da resposta imune inata e adaptativa e a

motilidade intestinal.**

A microbiota comensal pode ser considerada um dos componentes da barreira mucosa.
Contribui ndo somente para a absorcdo de determinados nutrientes, mas também evita a
colonizacdo intestinal por patégenos, por meio da producdo de substancias antimicrobianas, da
alteracdo do pH luminal e por competicdo direta com 0s microrganismos nocivos. Alem disso,

a microbiota comensal induz a angiogénese e o desenvolvimento do epitélio intestinal.!*

Admite-se que, aproximadamente, 100 trilhdes de células bacterianas colonizem o
intestino humano, fato que reforca a importancia da manutencdo da funcdo de barreira da
mucosa intestinal. Outro importante componente dessa barreira ¢ a fina camada de muco,
produzido pelas células caliciformes, a qual recobre todo o epitélio intestinal. Enquanto a maior
parte dos microrganismos do limen podem ser encontrados na porcao externa da camada de
muco, hd uma regido mais interna, adjacente a superficie epitelial, que permanece relativamente
estéril. A esterilidade dessa regido decorre da retencdo e concentracdo de proteinas
antimicrobianas produzidas por enterdcitos e células de Paneth. O papel crucial da camada de

muco na manutencdo da barreira intestinal j& foi evidenciado em experimentos com
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camundongos nocaute para MUC2, nos quais bactérias em contato direto com o epitélio
intestinal, desencadearam resposta inflamatdria intestinal exacerbada. No entanto, observa-se
que mutacfes no gene MUC2 néo tém sido associadas a defeitos na barreira mucosa de

humanos.

A imunoglobulina A é fator essencial na sustentacdo da compartimentalizacdo das
bactérias luminais e na limitacdo da penetracdo desses microrganismos no hospedeiro.
Associada ao papel antimicrobiano das substancias presentes na porcao interna da camada de
muco, a secre¢do de imunoglobulina A contribui para o sequestro das bactérias no muco
intestinal, mantendo-as afastadas do epitélio. A deficiéncia de IgA pode levar a ruptura da
barreira intestinal por aumento da penetracdo de bactérias comensais.>* O epitélio é o
principal elemento integrante da barreira mucosa intestinal. As células epiteliais estio
conectadas por uma série de complexos juncionais dinamicos, compostos pelas jungdes firmes
e pelas juncdes aderentes, formando uma monocamada continua e polarizada. As juncées
aderentes sdo formadas principalmente pelas caderinas, uma familia de proteinas
transmembrana que s@o responsaveis por fortes interagdes entre moléculas das células
adjacentes. As jungdes firmes sdo complexos multiproteicos compostos por proteinas
transmembrana, proteinas periféricas de membrana e moléculas reguladoras, como as quinases.
As proteinas transmembrana mais importantes sdo os membros da familia das claudinas,
responsaveis por varios aspectos da permeabilidade das junc6es firmes. Proteinas periféricas de
membrana, tais como a Proteina da Z6nula de Oclusdo 1 (ZO1) e a Proteina da Z6nula de
Oclusdo 2 (Z02), sao cruciais para a formacdo e manutencdo das juncdes firmes, desde que
incluem varios dominios de interacdo com outras proteinas, como as claudinas, ocludinas e
actina. As juncdes firmes limitam o fluxo de soluto através da via paracelular, que € tipicamente
mais permeavel que a via transcelular. Dessa forma, as juncdes firmes sdo responsaveis pela
limitacdo da velocidade de transporte transepitelial, além de se constituirem no principal agente

determinante da permeabilidade da mucosa.®*

A capacidade de citocinas, como 0 TNF-a e o INF-y, em regular a fungdo de barreira
das juncdes firmes, ja foi descrita. O aumento da transcricdo de proteinas das junc@es firmes, a
remocdo atraves de vesiculas e a degradacao dessas proteinas, a ativacao por quinases, além da
modulacdo pelo citoesqueleto, tém sido propostos como mecanismos dos danos induzidos pelas
citocinas a funcdo de barreira das juncdes firmes. Embora a apoptose excessiva de células
epiteliais possa causar prejuizo a barreira intestinal, a relevancia da apoptose de uma unica

célula, para promover disfuncdo de barreira, permanece controversa.®* Sabe-se que a producéo
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de TNF-a esta aumentada em pacientes com DC, quando comparados a individuos saudaveis.
Estudos com modelos in vitro do epitélio, utilizando células do tipo HT-29/B6, demonstraram
que o TNF-a promove reducao na fungao de barreira do epitélio através da indug@o de apoptose
celular e por atuar nas juncbes firmes. Esta citocina provoca diminuigdo dos feixes que
compdem esse tipo de juncdes, fato observado por meio de microscopia eletrénica por
criofratura, além de também atuar reduzindo a expressao de proteinas constituintes das juncées

firmes. 36

Zeissig et al*® encontraram altas taxas de apoptose celular em pacientes com DC, quando
comparado aos controles. Apos terapia com anticorpo anti-TNF-a, houve queda expressiva da
taxa apoptdtica entre os individuos com DC, porem, os valores ainda se encontravam acima da
faixa considerada normal. Entretanto, duas semanas ap0s a terapia 91% dos pacientes

alcancaram taxas normais de apoptose.®

Células pluripotentes, encontradas nas regides das criptas intestinais, ddo origem a
diversos tipos celulares, tais como enterdcitos, células caliciformes, células enteroendocrinas e
células de Paneth. Os enterocitos tém, primariamente, fungdo absortiva. Possuem extensa rede
de microvilosidades em sua superficie apical, que contém uma variedade de enzimas digestivas
e transportadores, essenciais ao metabolismo e absor¢éo de antigenos provenientes da dieta. Os
enterdcitos também desenvolveram um complexo mecanismo de transporte, elucidado pelas
vias de permeacdo, de sorte que esse mecanismo garante uma barreira efetiva a penetracédo de
macromoléculas e microrganismos danosos. Além de formar uma barreira fisica, as células
epiteliais mantém um sistema de defesa da mucosa por meio da expressdo de vasta rede de
Receptores Reconhecedores de Padrdes (PRRS), tais como os receptores Toll-like e as Proteinas
com Dominio de Ligacao a Nucleotideos e Oligomerizacdo (NOD). Esses receptores compdem
0 arcabouco da resposta imune inata, por meio da rapida resposta e reconhecimento dos
componentes microbianos. Em geral, a deteccdo de bactérias ou de seus componentes resulta
da ativacdo desses receptores, iniciando uma cascata de eventos que ativam moléculas
sinalizadoras, como o fator nuclear-kB, resultando na expressao de citocinas pré-inflamatérias,
qguimiocinas e peptideos antimicrobianos. O resultado € a erradicacdo dos possiveis
microrganismos invasores. Contudo, sinais andmalos para os PRRs, mediados por bactérias
comensais, podem levar a estimulacdo de resposta inflamatoria diversas, que resultam em

inflamac&o cronica.!
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A enorme populagdo bacteriana e sua proximidade com os receptores PRRs, evidencia
o0 paradoxo de como o epitélio consegue evitar a ativacdo continua da resposta inflamatéria pela
microbiota residente. O intestino permanece em um constante estado inflamatério de baixa
magnitude, denominado "inflamacéo fisiologica", que tem sido indicado como parte da funcéo
de barreira da mucosa intestinal. As células epiteliais, especialmente as células de Paneth, séo
capazes de detectar células bacterianas e liberar uma série de peptideos antimicrobianos,
constituindo um feedback negativo que limita o acesso bacteriano e a penetracao da superficie
do epitélio intestinal. Camundongos com deficiéncia de células de Paneth demonstram aumento
da translocagdo bacteriana para os tecidos, o que ilustra a capacidade das células epiteliais em
monitorar a populagdo bacteriana. Desse modo, uma resposta antimicrobiana dependente de
densidade é ativada, o que permite as células epiteliais um controle direto da quantidade de
células bacterianas associada a superficie epitelial, sem o exterminio da microbiota luminal,

crucial para a satide do hospedeiro.!

3.4 PERMEABILIDADE INTESTINAL

O epitélio intestinal possui diferentes propriedades, promovendo tanto a funcdo de
barreira, quanto a funcéo de transporte de substancias presentes na luz intestinal. A funcdo de
barreira caracteriza-se pelo grau de facilidade da passagem de moléculas através da parede
intestinal, por meio de mecanismo de difusdo ndo mediada. Tal mecanismo depende do
gradiente de concentracdo ou de pressdo e ocorre sem o auxilio de sistemas carreadores, ativos
ou passivos. A permeabilidade intestinal relaciona-se a funcao de barreira exercida pelo epitélio
intestinal e traduz-se pela permeacdo de moléculas com peso molecular maior que 150 Da. E
importante destacar a diferenca entre os processos de permeacéo e absor¢do, ja que o Ultimo
ocorre por mecanismo mediado por carreador e estd relacionado a fungdo nutricional do

intestino 3738

A barreira intestinal exibe comportamento dindmico, pois se altera sob estresse
hiperosmolar, além de ser influenciada por doencas, farmacos, dieta, citocinas, hormonios e
fatores ambientais. A consequéncia do comprometimento da fungéo de barreira para o acesso
de antigenos, os quais podem iniciar ou perpetuar respostas inflamatérias, e a possibilidade de
realizar avaliacGes ndo invasivas de doencas e medidas terapéuticas, sdo alguns dos motivos do

crescente interesse pelo estudo da permeabilidade intestinal. 37

O interesse na utilizacdo de marcadores para avaliar-se a passagem de substancias

através do intestino delgado ndo é recente, haja vista os trabalhos de Martin Lister e William
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Musgave, no final do século 17 e inicio do século 18, respectivamente.'® O estudo consistiu na
introducdo de leite misturado com indigo (massa molecular de 262 Da) diretamente no intestino
delgado de cées, visando recuperar esse marcador na secre¢do das glandulas mamarias. No
entanto, somente em 1965 a permeabilidade intestinal foi estudada em seres humanos.
Disfungdes da barreira intestinal nas doencas inflamatérias intestinais foram pioneiramente

evidenciadas por Bjarnason et al em 1983, por meio do aumento na permeacéo do *!CR-EDTA.
5;13

A permeabilidade intestinal estd aumentada na DC.% 27: 34 37: 38; 39: 40: 41: 42 Tastas com
diferentes marcadores ja foram realizados e comprovaram que 0S pacientes apresentam
aumento da permeacéo das substancias, quando comparados a individuos saudaveis, até mesmo

quando a doenca se apresenta em fase de remisséo.

Duas rotas séo descritas como possiveis vias para a permeacao das substancias através
do epitélio intestinal integro: a transcelular e a paracelular. Na primeira, moléculas com menos
de 0,4nm, como no caso do manitol e da L-ranose, atravessam as membranas celulares através
de pequenos poros aquosos, de alta incidéncia, presentes na membrana dos enterocitos. Na
segunda, a passagem das moléculas ocorre entre as células. Isto acontece com as moléculas com
mais de 0,5nm, como a lactulose e o *!Cr-EDTA, que penetram a mucosa intestinal por meio

de canais aquosos maiores, de baixa incidéncia, presentes nas jungdes firmes.™

Existem varias razdes para se acreditar que a via paracelular é a responsavel pela
passagem de substancias com peso molecular maior que 180 Da, como a lactulose, a celobiose,
0 EDTA, a rafinose e o dextran. Estas moléculas apresentam distribuicdo exclusivamente
extracelular apos injecdo venosa presumindo, assim, que ndo sdo capazes de atravessar as
membranas celulares. As juncdes firmes representam uma interrup¢do natural a continuidade
da membrana e tornam-se a potencial via de acesso dessas moléculas. As juncdes firmes
localizadas entre as células das criptas sdo mais permeaveis do que a jungdes das células das

vilosidades.*®

Os monossacarideos, tais como a L-ranose e os polimeros de polietilenoglicol (PEG)
com pesos moleculares menores, sao capazes de alcancar a mucosa intestinal através dos poros
presentes nas membranas dos enterdcitos. A natureza destes poros é desconhecida, mas
acredita-se que sejam compostos por canais preenchidos por agua e, possivelmente por
proteinas. Em 1986, o trabalho conduzido por Maxton et al*® sugeriu a existéncia de trés vias

distintas para a permeacdo das substancias: paracelular, transcelular aquosa e transcelular
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lipidica. Essa Ultima seria utilizada por moléculas de PEG 400, que apesar de serem
hidrossoluveis, possivelmente apresentam alguma afinidade por lipides.

O tamanho e a forma das moléculas também podem influenciar as taxas de permeacéo.
Nos seres humanos foi demonstrado que a massa molecular dos agucares relaciona-se com as
taxas de permeacdo. O PEG 400, em vista de possuir forma geométrica linear e menor peso
molecular, apresenta maior taxa de permeacgdo. Apesar do impacto da lipossolubilidade e da
forma molecular do PEG 400 reforcar a teoria das trés vias de permeacéo, alguns aspectos ainda
ndo estdo esclarecidos. O manitol apresenta altas taxas de permeacdo, com niveis inferiores
somente ao PEG 400; no entanto, é utilizado por muitos fisiologistas como marcador de volume
de fluidos extracelulares, ao contrario de outra molécula menor, a ranose, que apresenta peso

molecular semelhante ao do manitol e é encontrada no interior dos enterocitos.

Outra alternativa para explicar a permeacdo das macro e micromoléculas foi sugerida
por Hollander*. Nesta teoria, as jungGes firmes sdo responsaveis pela permeacdo de todas as
substancias e seu conceito é sustentado pela presenca de uma resisténcia elétrica transepitelial.
A evidéncia de que a taxa de permeacdo do manitol relaciona-se de maneira inversa a resisténcia
elétrica transepitelial explica sua alta porcentagem de absorcdo pela via paracelular. Existe uma
heterogeneidade morfologica entre as juncdes intercelulares no intestino delgado, segundo a
qual o poder de selamento das mesmas € maior a medida que os enterdcitos migram das criptas

para as vilosidades.

A partir dessas consideracdes, torna-se evidente que nao existe um consenso para
explicar as vias de permeacao. No entanto, fato € que a permeacdo as macromoléculas aumenta
em processos que causam reacdo inflamatdria na mucosa intestinal, favorecida por um
afrouxamento que ocorre nas jungbes intercelulares, enquanto que a permeacdo dos
monossacarides e do PEG 400 retrata a area absortiva da mucosa, isto &, a estrutura vilositaria

que compde o epitélio intestinal.

3.4.1 Avaliacdo da Permeabilidade Intestinal

A permeabilidade intestinal € obtida de maneira ndo invasiva, mediante a dosagem da
excrecdo urinaria de substancias administradas em solucdo, por via oral. Inicialmente,
substancias como a lactulose e polimeros de polietilenoglicol, foram avaliadas individualmente,
porém, os resultados foram influenciados por diversos fatores analiticos ndo relacionados a

mucosa. Essa questdo suscitou a utilizacdo de taxas de excrecédo renal de diferentes substancias,
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originando um indice de permeabilidade intestinal, expresso como relacdo de excrecdo dos

marcadores.3®

Marcadores ideais de permeabilidade intestinal devem ser bioquimicamente inertes,
além de atravessarem o epitélio intestinal por mecanismo de difusdo ndo mediada. A dosagem
realizada na urina é pertinente, tendo em vista que a concentracdo do biomarcador apresenta-se
100 vezes maior nessa amostra bioldgica do que no plasma, tornando a analise mais facil e
confiavel. Um marcador adequado deve ser totalmente excretado pelo rim, além de néo sofrer
reabsorcdo tubular significativa. Embora o comprometimento da funcéo renal altere a excrecao
da substéncia utilizada no teste, essa falha pode ser eliminada por meio do uso simultaneo de
dois marcadores, que estardo sujeitos as mesmas variacdes, mantendo inalterada a sua relacao

de excrecdo ¥’

Outros fatores podem contribuir para a obtencdo de resultados incorretos nos testes de
permeabilidade intestinal, os quais estdo relacionadas as variacdes individuais, tais como:
esvaziamento gastrico, transito intestinal, diluicdo por secrecOes, clearence renal alterado. A
coleta incompleta de urina também contribui para resultados inadequados. Todos esses fatores
constituem fontes de erros inerentes aos testes realizados com marcadores Unicos, que também

podem ser eliminados por meio do uso simultaneo dos dois marcadores.®’

Os testes utilizados para avaliagdo da permeabilidade intestinal podem ser divididos em
trés grupos, de acordo com a natureza do marcador: carboidratos, radioisétopos e PEG. Os
testes que utilizam carboidratos tém sido os mais utilizados, principalmente aqueles que
empregam simultaneamente dois marcadores, minimizando variacGes relativas a fatores
externos a mucosa intestinal. A lactulose/manitol e a celobiose/manitol sdo as combinac6es
mais documentadas. As solucdes utilizadas nos testes devem ser isosmolares, tendo em vista
que o estresse hiperosmolar pode aumentar a permeacdo das macromoléculas, alterando o
resultado da permeabilidade intestinal. A excrecdo dos acucares pode ser quantificada por meio
de cromatografia liquida de alta performance, cromatografia liquido-gasosa ou ensaios

enzimaticos.

Os radioisotopos sdo marcadores mais faceis de serem dosados, quando comparados as
demais substancias utilizadas em testes de permeabilidade intestinal, porém possuem as
desvantagens de um teste que utiliza marcador Unico, aléem de implicar na manipulacdo de
radioatividade, o que requer cuidados especiais. O %!Cr-EDTA é o mais utilizado pois é

resistente a degradacdo bacteriana e pode fornecer informacéo sobre a permeabilidade colénica,
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apesar de sua meia-vida ser relativamente curta (27 dias), o que limita o tempo ao qual as

amostras de urina permanecem viaveis apds a armazenagem.®’

E possivel avaliar a permeabilidade intestinal por meio da utilizacio do polimero de
polietilenoglicol (PEG), encontrado sob diferentes formulacdes de acordo com o tamanho de
suas particulas. O PEG 400 é o mais acessivel, embora ainda haja algumas controvérsias a
respeito da taxa de permeacdo dessa molécula em algumas condi¢6es, como na doenca celiaca,
na qual a taxa de permeagdo do PEG 400 estd diminuida, ao contrario do que acontece com a
relacdo lactulose/manitol e celobiose/manitol.

3.5 MARCADORES DE ATIVIDADE INFLAMATORIA

Varios indices clinicos tém sido propostos para quantificar o grau de atividade da DC,
entre eles, destacam-se o0 Crohn's Disease Activity Index (CDAI) e o Harvey-Bradshaw Index
(HBI). O CDAI ¢ considerado padrdo para ensaios clinicos e foi desenvolvido a partir da
observacao inicial de 18 variaveis. Apos analise multivariada com o objetivo de desenvolver
um indice que melhor predissesse a impressao geral do investigador para cada paciente, oito
variaveis foram escolhidas para o célculo do CDAI (Quadro 2). Esse sistema de classificacdo
possui limitagdes?’, como o fato de que 40% do resultado se baseiam em trés critérios subjetivos
(diarreia, dor abdominal e percepg¢éo do proprio estado geral). Em uma escala de pontuacéo de
0 a 600, é possivel quantificar a atividade clinica da doenca. Assim, se ocorrer reducdo de 70 a
100 pontos dos valores iniciais, interpreta-se que houve resposta clinica; se os valores forem
inferiores a 150 pontos € indicativo de remissdo da doenca. O grau de atividade da doenca,
baseia-se no somatorio das diferentes caracteristicas avaliadas. Caso este se encontre entre 150
a 250 pontos a doenca tem atividade leve, entre 250 e 350 a atividade é considerada moderada

e acima de 350interpreta-se como atividade grave da doenga®.

A velocidade de hemossedimentacdo (VHS) e proteinas plasmaticas de fase aguda, como
a proteina C reativa (PCR), sdo marcadores sensiveis e inespecificos de inflamacdo. A VHS
reflete aumento na concentracdo de proteinas plasmaticas; aumenta tardiamente apds o inicio
do processo inflamatorio e leva alguns dias para reduzir ap6s a resolucdo do mesmo e, por isso,
tem pouco valor na monitorizacdo de rapidas mudancas na evolucdo da atividade inflamatéria.
Os niveis séricos de PCR aumentam rapidamente apds o inicio do processo inflamatorio e
diminuem logo apos a resolucdo do mesmo, o que torna exame bastante Gtil para a avaliacdo

do inicio da atividade inflamat6ria e de sua resposta ao tratamento. De modo geral, niveis
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persistentemente elevados de reagentes de fase aguda em pacientes com DC assintomaticos

estdo associados a maior risco de recorréncia clinica.

A colonoscopia e bidpsia da mucosa permanecem como padrdo no diagnéstico e
avaliacdo da inflamacdo intestinal; entretanto sdo procedimentos invasivos, que requerem a
participacdo de especialistas, preparo intestinal prévio, além de possuirem custo elevado e
serem desagradaveis aos pacientes. Devido a esses fatores, a necessidade de métodos rapidos,
de menor custo, ndo invasivos e confidveis, que possam avaliar o processo inflamatorio

intestinal, torna-se cada vez mais necessario na pratica clinica.*®

Em pacientes com DII, a presenca de processo inflamatorio em atividade associa-se a
reacdo de fase aguda e migracdo de leucocitos para a mucosa do intestino. O contato direto do
bolo fecal com a mucosa intestinal, associado ao aumento da permeabilidade intestinal e a perda
da funcdo normal de barreira da mucosa, resulta na presenca de marcadores especificos nas
fezes. Leucocitos, produtos leucocitarios e proteinas séricas podem ser encontrados nas fezes

de pacientes acometidos por DC.2°

A calprotectina constitui aproximadamente 5% das proteinas totais e até 60% das
proteinas citosolicas dos neutréfilos. E proveniente também, em menor extensdo, de mondcitos
e macrofagos reativos. Possui propriedades bacteriostaticas e fungistaticas, e pode ser
encontrada nas fezes de individuos com DIl em niveis até seis vezes maiores do que no plasma.
Devido a sua resisténcia a degradacdo, esse marcador possui uma excelente estabilidade nas
fezes, sendo determinada por meio de teste imunoenzimatico (ELISA). Outras condi¢des, além
da DII, cursam com aumento dos niveis de calprotectina fecal, como neoplasias, pdlipos,
enteropatia por anti-inflamatorios ndo-esterdides, doenga celiaca, microcolite, colite alérgica e

infeccdes entéricas.® 2°

A dosagem da calprotectina fecal correlaciona-se fortemente com a excre¢édo fecal de
leucécitos marcados com *tindio, O alto custo e a exposicdo danosa a radioatividade limitam
0 uso do teste com o radioisotopo, em contraste com a relativa facilidade de execucdo da

dosagem da calprotectina fecal.*’

Diversos estudos tém comparado a calprotectina fecal com indices de atividade e/ou
avaliacdo colonoscépica/histoldgica na verificacdo da inflamacdo intestinal em pacientes com

DIl. Os resultados destes estudos demonstram que 0s niveis de calprotectina fecal se
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correlacionam fracamente com indices de atividade clinica, porém, apresentam boa

concordancia com a atividade endoscdpica e histologica nas DII.

Roseth et al*’ realizaram colonoscopia em pacientes com DIl em remisséo clinica. Em
38 dos 45 pacientes, os valores de calprotectina estavam abaixo de 50 pg/g, e a avaliacdo
histologica ndo apresentava alteracdes. D'Haens et al. demonstraram que niveis de calprotectina
de até 250pg/g em pacientes com DC, poderia predizer a cicatrizacdo da mucosa com 94% de
sensibilidade, 62% de especificidade, e valor preditivo positivo e valor preditivo negativo de

48% e 96%, respectivamente.*8

Os marcadores fecais, no sentido de predicdo, também sdo relacionados a recidiva quando
a doenca demonstra estar em remissdo clinica, com sensibilidade e especificidade de 89% e
82%, para a RCUI, e 87% e 43% para a DC, respectivamente. Mesmo nos pacientes que foram
submetidos ao tratamento cirargico ha correlacdo dos marcadores fecais com recorréncia pos

operatoria.*®
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4 PACIENTES E METODOS

Trata-se de estudo de coorte, no qual foram incluidos 30 pacientes em acompanhamento
regular no Ambulatério de Intestino do Instituto Alfa de Gastroenterologia, do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC/UFMG). Foi utilizado o seguinte
critério de inclusdo: todos os pacientes com diagnostico de DC, baseado em critérios clinicos,
bioquimicos, endoscépicos, radioldgicos, cirdrgicos e histopatoldgicos, que recebessem
indicacdo para o uso de terapia bioldgica entre o periodo de agosto de 2012 a agosto de 2014.
Foram excluidos dois pacientes que se encaixavam em algum dos critérios de exclusdo: doencas
cronicas como diabetes mellitus, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal e gestantes. Dos 30
pacientes que preenchiam o critério de inclusao, seis recusaram-se a participar do estudo; outros
dois pacientes ndo obtiveram leitura nos resultados da permeabilidade intestinal e, por isso,

foram excluidos.

4.1 INDICE DE ATIVIDADE INFLAMATORIA NA DOENCA DE CROHN

Para avaliar-se o grau de atividade clinica foi utilizado o indice clinico Crohn’s Disease
Activity Index (CDAI)*®, conforme discriminado no Quadro 2. Os valores de CDAI podem
variar entre 0 e 600 pontos. Valores até 150 pontos sugerem que a DC esteja em remissao; entre
150 e 250 pontos, considera-se atividade leve; entre 250 e 350 pontos, atividade moderada e
acima de 350, atividade grave da DC.*® Quanto ao comportamento e localizagdo da DC, adotou-
se a classificacdo de Montreal, proposta por Silverberg et al.(2005), conforme descrita no
Quadro 1.

No momento da abordagem no ambulatorio, os pacientes receberam esclarecimentos a
respeito do estudo e das condi¢des necessarias para sua participacdo. Apds aceitarem participar
da pesquisa, foram orientados a ler e assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(ANEXO 1). Com o objetivo de se avaliar a resposta terapéutica aos anticorpos monoclonais
anti-TNF-a, infliximabe e adalimumabe, sobre a barreira intestinal, realizou-se o teste de
permeabilidade intestinal antes de se iniciar o tratamento de inducéo de remisséo (T0), e uma
semana antes de se iniciar o tratamento de manutencéo (T1), isto €, na semana 4 para pacientes
que receberam adalimumabe e na semana 13 para aqueles que fizeram uso do infliximabe.
Nestes momentos, os pacientes foram submetidos a avaliacdo clinica completa, realizada pela
equipe médica do Ambulatorio de Intestino e foram feitos exames biogquimicos tais como

hemograma completo, PCR e VHS, além da dosagem da calprotectina fecal. Os exames, com
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excec¢do da dosagem de calprotectina fecal,foram realizados no Laboratorio Central do Hospital
das Clinicas da UFMG (HC-UFMG), segundo as técnicas classicas de rotina.

Quadro 2: Indice de atividade inflamat6ria na doenca de Crohn (Best et al, 1976)%°

Multiplicado por

NUmero de evacuages liquidas na dltima semana 2

Dor abdominal (ausente = 0, leve = 1, moderada = 2, grave = 3). .

Considerar a soma total dos dados individuais da ultima semana

Estado geral (6timo = 0, bom = 1, regular = 2, mau = 3, péssimo = .

4). Considerar a soma total dos dados individuais da Ultima semana

N° de sintomas/sinais associados - listar por categorias: a) 20

Artralgia/artrite; b) Irite/uveite; ¢) Eritema nodoso/pioderma o
] ] ] (Valor méaximo =

gangrenoso/aftas orais; d) Fissura anal, fistula ou abcesso; e) Outras 120)

fistulas; f) Febre

Consumo de antidiarreico (ndo = 0; sim=1) 30

Massa abdominal (ausente = 0; duvidosa = 2; bem definida = 5) 10

Déficit do hematdcrito: homens: 47-Ht; mulheres: 42-Ht (diminuir

em vez de somar no caso Ht de o paciente ser maio do que o 6

padréo)

Peso: porcentagem abaixo do esperado (diminuir em vez de somar .

se 0 peso do paciente for maior que o esperado)

4.2 PERMEABILIDADE INTESTINAL

O teste de permeabilidade intestinal foi realizado por meio da quantificacdo da taxa
excrecdo urinaria de duas substancias, uma macromolécula (lactulose) e uma micromolécula

(manitol).

Apos oito horas de jejum, o paciente comparecia a0 HC - UFMG pela manha e, em
seguida era orientado a eliminar qualquer eventual residuo urinario. Uma solucdo padréo
contendo 6,25g de lactulose cristalina a 95% (Sigma-Aldrich®, EUA) e 3,0g de manitol (Sigma-
Aldrich®, EUA), diluidos em quantidade suficiente de d4gua para completar 120mL, era ingerida

pelo paciente. A osmolaridade dessa solugdo é semelhante a plasmatica, com a finalidade de se
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evitar qualquer dano ao epitélio estudado. Durante as cinco horas seguintes toda urina era
coletada em frasco vedado, com a finalidade de se evitar a perda por evaporacao das substancias
contidas na urina. Ao final desse periodo, o volume urinario total era aferido e uma aliquota de
50mL era armazenada em um segundo frasco, ao qual adicionavam-se 12mg de timerosal
(Synth®, Brasil), para impedir o crescimento bacteriano. As amostras foram submetidas a
preparo pré-analitico, que consistiu na passagem por resina de troca idnica (Sigma-Aldrich®,
EUA) e filtragdo em filtro Millex®, 0,22um de poro (Merck Millipore®, EUA) . Em torno de
2mL de cada amostra foi armazenado em freezer, sob temperatura de -20°C, permitindo assim,

a utilizacdo dessas amostras em ocasides futuras.

0,24 |‘

Valts

011 [

9,875

0,0

Minutes

Figura 1: Cromatograma de amostra de urina de um paciente do estudo. (Lactulose: tempo
de reten¢do = 9,875; manitol: tempo de rentencéo = 11, 871)

Para a dosagem das substancias foi utilizado o aparelho de Cromatografia Liquida de
Alta Performance (HPLC) (Schimadzu®, Jap&o). Para tal, pequena quantidade de urina (50uL),
foi introduzida no aparelho através do um auto-injetor. A lactulose foi diferenciada do manitol
apos separagao exercida pela pré-coluna Supelcogel 33H® (Sigma-Aldrich®, USA) e pela coluna
Phenomenex H*® (Phenomenex®, USA). No modulo que opera por indice de refracéo,
amplitudes diferentes de ondas geradas pela solucdo contendo a lactulose e o manitol sdo
captadas e interpretadas pelo software do HPLC, em tempos de retencdo diferentes,
proporcionados pela separacdo ocorrida na pré-coluna e coluna. Tais leituras de amplitude de
onda sdo condicionadas em elementos graficos, os cromatogramas, exemplificados pela Figura

1.

Para a padronizacao do teste e obtencdo dos valores das amostras, medidos na unidade

g/L, quantidades conhecidas de lactulose e manitol foram avaliadas em separado e
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repetidamente no HPLC, com a finalidade de se construir a curva de calibragéo e a equacgdo da
reta para cada um dos padrdes, por meio de ajuste por regresséo linear simples (y= ax + b). Por
meio dessa equacdo é possivel calcular a concentracdo dos analitos nas amostras dos pacientes.
(Figuras 2 e 3).

Curva de calibragao Lactulose
y = 1E406x + 857
R*= 0,999
500000
200000
F00000
600000
500000
400000
300000
200000
100000
1]
o 0,1 0.2 0.3 0.4 0.5 0,6 07 0.8 0.9
Figura 2: Curva de calibragdo e equacao da reta para a lactulose.
Curva de calibracdo Manitol
3000000
y = 1E+06x - 15066
R?=0,999
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2000000
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1000000
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Figura 3: Curva de calibracéo e equacéo da reta para o manitol.

Apos a obtencdo das duas equacdes da reta, o material a ser analisado era introduzido

no aparelho e interpretado pelo software e, assim, foram obtidos os nimeros que representam
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as areas sob as curvas. Esses nimeros indicam os valores de y em mV e, uma vez aplicada a
equacéo da reta, determinava-se os valores de X. Em seguida, calculava-se as taxas de excre¢ao

da lactulose e do manitol por meio das seguinte formula:

Lactulose = L x vol. (u)/1000 x 100
6,25

Sendo: 1) L, a concentragdo de lactulose na urina, em g/L; 2) vol(u), o volume urinério

obtido em cinco horas de coleta e 3) denominador 6,25, correspondente a quantidade total de
lactulose administrada ao paciente.

Manitol = M x vol. (u)/1000 x 100
3,00

Sendo: 1) M a concentragdo de manitol na urina, em g/L; 2) vol(u), o volume urinario

obtido em cinco horas de coleta e 3) denominador 3,00, corespondente a quantidade total de

manitol administrada ao paciente.

Finalmente, a relagéo entre a taxa de excrecdo urinaria das duas substancias foi obtida
dividindo-se a taxa de excrecao da lactulose pela taxa de excrecdo do manitol. Os resultados
dos testes de permeabilidade foram analisados utilizando-se a relacdo entre as taxas de excrecao

urinaria da lactulose e do manitol (L/M).

O laboratorio onde foi realizado o teste de permeabilidade intestinal dispunha de
resultados de permeabilidade intestinal de individuos sadios, que ndo possuem doenca

inflamatdria intestinal, para compor o grupo controle.

4.3 CALPROTECTINA FECAL

A dosagem da calprotectina fecal foi realizada em amostras de fezes coletadas pelos
pacientes, por ocasido da realizacdo do teste de permeabilidade intestinal. A dosagem foi feita
por meio do teste imunoenzimatico (ELISA) (Bihlmann®, Suica). As amostras foram
submetidas ao processo de extracdo da calprotectina, que consistiu na pesagem de 50mg de
fezes que foram misturadas a 2,5 mL da solu¢do padrdo de extracdo fornecido pelo fabricante.
Essa mistura, foi submetida a agitacdo durante 30 minutos. Decorrido o tempo, a amostra foi
centrifugada por cinco minutos a 3000g. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e
procedeu-se a realizacdo do ELISA. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 450nm. O exame foi realizado em duplicata, para reduzir a

possibilidade de erros. Para construcdo da curva de calibragdo utilizou-se solugOes padrbes
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fornecidas pelo fabricante, nas seguintes concentragdes 30 pg/g, 90 pg/g, 300 pg/g, 900 pg/g e
1800 ug/g,. A solugdo com concentragéo igual a 0 pg/g foi utilizada para correcoes de leitura.

4.4 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as analises foram feitas no PASW Statistics 18® (antigo SPSS Statistics). Para
comparacdo dos resultados antes e apds a terapia com os anticorpos anti TNF-a, foi aplicado os
testes pareado Test t de Student ou de Wilcoxon, dependendo da distribuicdo normal ou néo
das variaveis estudadas. Ja as correlacOes entre variaveis foram extraidas a partir do coeficiente

de correlagdo p de Spearman.

A significancia estatistica foi aceita para valores p < 0,05.
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5 RESULTADOS

Foram incluidos no estudo 22 pacientes com diagndstico de DC, sendo 13 do sexo
feminino (59,1%) e nove masculino (40,9%). A idade variou entre 15 a 56 anos, com media de
38,0 anos (DP=12,8). A distribuicdo dos pacientes por faixa etaria esta sumarizada no Quadro
3:

Quadro 3: Distribuicéo dos 22 pacientes por faixa etaria

Faixa etaria (anos) n (%)
15-25 4(18,2)
26-35 5(22,7)
36-45 5(22,7)
46-55 7 (31,8)
56-65 1(4.5

A classificacdo quanto a idade ao diagndstico da DC, foi realizada segundo a

Classificacdo de Montreal e esta sumarizada no Quadro 4:

Quadro 4: Distribuicao dos 22 pacientes de acordo com a idade ao diagndstico da DC,
segundo a Classificagdo de Montreal®®

Idade ao diagndstico n (%)
Al - 16 anos ou menos 2(9,1)
A2 - 17 a 40 anos 14 (63,6)
A3 - maior que 40 anos 6 (27,3)

Em relacdo a localizacdo da doenca, a maior parte dos pacientes (63,6%) apresentou
acometimento ileocolénico (L3). Nenhum paciente apresentou acometimento do trato
gastrintestinal superior, seja isoladamente ou concomitante as outras localizacbes da doenca.
(Quadro 5)
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Quadro 5: Distribuicao dos 22 pacientes de acordo com a localizagdo da doenca, segundo
a Classificagdo de Montreal®®

Localizacdo da doenca n (%)
L1 - ileo terminal 7(31,8)
L2 - célon 1(4,5)
L3 - ileocolonica 14 (63,6)

Em relacdo ao comportamento da doenca (Quadro 6), dos 10 pacientes (45,4%) que
apresentavam a forma penetrante da doenca (B3), quatro deles (18,2%) também apresentavam
acometimento perianal (B3p).

Quadro 6: Distribuicao dos 22 pacientes de acordo com o comportamento da doenca,
segundo a Classificagdo de Montreal®®

Comportamento da doenga n (%)
B1 - Ndo estenosante e ndo penetrante 4 (18, 2)
B2 - Estenosante 8(36,4)
B3 - Penetrante 10 (45,4%)*

* Acometimento perianal em 4 (18,2%) pacientes.

O adalimumabe foi a terapéutica indicada para 16 (72,7%) pacientes, sendo que 0s
outros seis (27,27%) fizeram uso de infliximabe. A decisdo em relacdo a qual o medicamento
a ser utilizado foi tomada em conjunto, médico e paciente, levando-se em consideracdo 0 uso
prévio ou ndo da terapia bioldgica, a via de aplicacdo da droga e a preferéncia do paciente. As
indicacdes para o uso do anti-TNF- a foram: dois (9,1%) pacientes apresentavam quadro de
grave atividade clinica da DC; em trés (13,6%) casos a indicacdo foi o tratamento de fistulas;
12 (54,5%) pacientes evoluiram com corticoide dependéncia e cinco (22,73%) casos

mostraram-se e refratarios ao uso do tratamento convencional.

Todos os pacientes incluidos no estudo faziam uso de pelo menos um medicamento
antes do inicio da terapia biologica, seja para tratamento da DC ou para abordagem de
complicacbes associadas, tais como fistula e abscessos. Os esquemas terapéuticos adicionais
foram seguidos apds o inicio da terapia bioldgica, de acordo com a indicacdo médica pregressa.
Entre os medicamentos utilizados estavam a azatioprina, 6-mercaptopurina, metrotrexato,
prednisona, sulfasalazina, mesalazina, ciprofloxacino e metronidazol. A frequéncia com que a

medicacdo foi utilizada estd sumarizada no Quadro 7.
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Quadro 7: Frequéncia do uso dos medicamentos, antes do inicio da terapia com os e
anticorpos anti-TNF-a , nos 22 pacientes com doenc¢a de Crohn

Medicamento n(%)
Azatioprina 16 (72,7)
Prednisona 14 (63,6)
Sulfasalazina 4 (18,2)
Mesalazina 10 (45,4)
Ciprofloxacino 4 (18,2%)
Metronidazol 4 (18,2)
6-mercaptopurina 2(9,1)
Metrotrexato 1(4,5)

5.1  INDICE DE ATIVIDADE INFLAMATORIA NA DOENCA DE CROHN

Dos 22 pacientes incluidos no estudo, 18 tiveram a atividade clinica da doenca avaliada
pelo CDAI, mas, apenas 13 repetiram o preenchimento do cartdo na segunda avaliagdo. Desses,
em oito houve reducéo dos valores do CDAI. Porém, a comparacdo das medianas iguais a 107,5
pontos (q1=79,0; g3=202,2) em TO, e 104 pontos (q1=48,0; q3=134,5) em T1, ndo evidenciou

diferenca entre os valores (p=0,093).

5.2 AVALIA(;AO DOS MARCADORES BIOQUIMICOS DE ATIVIDADE
INFLAMATORIA

Todos o0s 22 pacientes realizaram a dosagem da PCR antes do inicio do tratamento com
terapia bioldgica e 20 repetiram a dosagem antes do inicio do tratamento de manutencéo. Dentre
os individuos que repetiram o exame, 10 pacientes (50,0%) apresentaram reducdo nos niveis de
PCR. A comparacdo das medianas ndo evidenciou diferenca entre TO(5,6 mg/L (ql=5,0;
g3=15,4)), e T1 (5 mg/L (g=15,0; q3=5,7)) (p=0,272).

A medida da VHS foi realizada em 20 pacientes antes do inicio do tratamento, sendo
que 17 individuos repetiram o exame ap0s a abordagem terapéutica Em oito (40,0%) casos
houve queda na VHS, porém a comparacao entre as medianas em TO(14mm/h (q1=6,25;
g3=22,0)) e T1, (8mm/h (q1=6,0; g3=18,5)) ndo mostrou diferenca entre os valores (p=0,925).
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5.3 PERMEABILIDADE INTESTINAL

Dos 22 pacientes incluidos no estudo, dois ndo completaram sua participacgdo,
realizando apenas a avaliacdo antes do inicio do tratamento (T0). Dos 20 casos que se
submeteram as duas avaliagdes da permeabilidade intestinal, em 14 (70%) casos houve reducao
da permeabilidade intestinal. A analise comparativa entre as medianas da taxa de excrecéo de
lactulose/manitol mostrou uma tendéncia a reducdo desta, com valores de 0,0082 em TO
(91=0,004; 93=0,016), e 0,0059 em T1 (q1=0,003; q3=0,011) (p=0,057) (Figura 4). Quando se
comparou os valores de manitol, antes e apds a intervencdo terapéutica, ndo se observou
diferenca estatisticamente significativa para os valores das médias, que foram em TO de
14,46%( IC 95%: 12,64 e 16,30%) e em T1 de 15,83%, ( IC 95%: 12,86 e 18,81%). Ao se
comparar a variacdo da excrecdo da lactulose antes e apés a intervencdo terapéutica, observou-
se reducdo de 37,5% da permeacdo desse carboidrato, comparando-se as medianas dos periodos
avaliados: 0,12% em TO (q1=0,07; g3=0,18) para 0,075% em T1 (q1=0,05; g3=0,14) diferenca
com significancia estatistica. (Quadro 8)
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Figura 4: Box-plot para valores de permeabilidade intestinal em TO, T1 e de
individuos saudaveis.
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Quadro 8 : Valores de manitol, lactulose e permeabilidade intestinal antes e ap6s o
tratamento com anti-TNF-a.

TO Tl Valor de p
Excrecdo do manitol* 14,46% 15,83% 0,352
Excrecéo da lactulose? 0,1200% 0,0750% 0,026
Permeabilidade intestinal? 0,0082 0,0059 0,057
1.Média
2.Mediana

Comparando-se os resultados dos pacientes com o grupo de individuos controle (Figura
5), tanto em TO quanto em T1, constatou-se ndo haver diferenca estatistica para os valores de
excrecdo de manitol (p=0,208 e p=0,067, respectivamente). A média da dosagem de manitol
para o grupo controle foi de 12,88% (IC 95%:11,12 a 14,64%). No entanto, ao se avaliar a
excrec¢do da lactulose, mesmo apds o tratamento com anticorpos anti TNF-a, 0 valor da mediana
se apresentou maior do que o encontrado para os individuos saudaveis (0,0400%), com

significancia estatistica para a comparacao tanto em TO, quanto em T1 (p=0,004 e p=0,049,

respectivamente) (Figura 6).

20

95% CI Manitol

T T T
Caso TO Caso T Controle

Figura 5: Error-plot para valores de dosagem de manitol em TO, T1 e para
grupo controle.
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Figura 6: Box-plot para valores de dosagem de lactulose em TO, T1 e para grupo
controle.

54  CALPROTECTINA FECAL

A dosagem de calprotectina antes do inicio do tratamento com bioldgico (TQ) foi
realizada em 16 pacientes. A dosagem em T1 foi feita em amostras de 14 pacientes. A
comparacdo das medianas da dosagem de calprotectina fecal ndo revelou diferenca entre os
valores em TO, 461,50 ug/g (g1=112,0; q3=1442,0), e T1, 271,85 pg/g (q1=72,25; g3=1598,00)
(p=0,859).

5.5 CORRELACOES P DE SPEARMAN

O coeficiente p de Spearman varia entre -1 e 1. Quanto mais proximo estiver destes
extremos, maior sera a associacao entre as variaveis. O sinal negativo da correlacdo significa
gue as variaveis variam em sentido contrario, isto é, as categorias mais elevadas de uma variavel
estdo associadas a categorias mais baixas da outra variavel. Ja o sinal positivo da correlacdo

significa que as variaveis variam em um mesmo sentido.
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A comparacdo entre os valores de permeabilidade e calprotectina, por meio da
correlacdo de Spearman, ndo evidenciou correlagdo entre as variaveis, como pode ser visto no

Quadro 9, haja vista que o coeficiente foi proximo de 0.

Quadro 9: Correlacéo de Sperman para os valores da permeabilidade intestinal e
calprotectina fecal, antes e ap0s o tratamento com terapia bioldgica.

Permeabilidade TO Permeabilidade T1
Versus Versus
Calprotectina TO Calprotectina T1
Coeficiente p de 0,032 0,031
Valor de p 0,905 0,917

Ao se fazer a correlacdo entre a permeabilidade intestinal e os diferentes marcadores de
atividade inflamatoria utilizadas no estudo, observou-se que antes da intervencgéo terapéutica,
ndo houve correlagdo que mostrasse significancia estatistica. No entanto, a mesma avaliacéo
realizada apos o periodo de inducdo da remissao mostrou correlagdo positiva entre os valores

de permeabilidade intestinal e PCR (coeficiente = 0,519 e p=0,033), evidenciada no Quadro 10.

Quadro 10: Analise das correlacdes entre permeabilidade intestinal e demais parametros

inflamatdérios (correlacdo de Spearman).

Permeabilidade Intestinal TO Permeabilidade Intestinal T1
Correlacdo de Spearman / p Correlacédo de Spearman / p
Calprotectina fecal 0,032 /0,905 0,031/0,917
CDAI 0,132/0,625 -0,236 /0,437
PCR 0,297 /0,180 0,519/0,033
VHS 0,253/0,281 0,196 / 0,466

A correlacdo entre a calprotectina fecal e os demais marcadores bioquimicos também

ndo evidenciou nenhuma correlacdo com significancia estatistica, antes do inicio da terapia
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biolégica. Apds o periodo de inducdo da remissdo, os niveis de calprotectina e a VHS

evidenciaram forte correlacdo positiva (coeficiente= 0,678 e p=0,031) Quadro 11.

Quadro 11: Analise das correlagdes entre calprotectina fecal e demais parametros
inflamatorios (correlacdo de Spearman).

Calprotectina fecal TO Correlacdo Calprotectina fecal T1
de Spearman / p Correlacio de Spearman / p
CDAI 0,375/0,230 -0,218/0,519
PCR -0,120/0,659 0,126/0,711

VHS 0,106/0,718 0,678/0,031
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6 DISCUSSAO

Decorridos mais de oitenta anos da publicacdo do importante trabalho de Crohn,
Ginzburg e Oppenheimer novos conhecimentos a respeito da DC foram incorporados, levando
a melhor compreensdo da etiopatogénese, bem como da sua historia natural.> Sabe-se que a
doenga tem origem na resposta imune anormal aos estimulos intraluminais, principalmente,
aqueles oriundos da flora entérica, em individuos geneticamente susceptiveis. 5 A estimulacéo
continua do sistema imune da mucosa pode ser resultado do aumento da permeabilidade do
epitélio intestinal, a qual alguns autores sugerem constituir uma das alteracfes primarias dos
individuos com DI1.3! A funcéo de barreira exercida pelo epitélio esta relacionada a presenca

das juncdes firmes, que unem os enterdcitos adjacentes e determinam o espago paracelular.®?

O TNF-a, citocina pro-inflamatdria, desempenha papel central na inflamacéo intestinal
na DC,como também, associa-se as alteracdes estruturais das juncdes firmes. Assim, pode-se
presumir que, além de bloquear a cascata imunoinflamatdria responsavel pela inflamacéo
crénica, os anticorpos anti-TNF-a, podem influenciar a funcéo de barreira do intestino, com
reducdo da permeabilidade intestinal.!? 22 pacientes com DC foram analisados neste estudo,
dos quais 59,09% eram do sexo feminino, com média de idade igual a 38 anos. A maior parte
dos pacientes (63,64%) apresentou acometimento ileocolonico da doenga, sendo que nenhum
deles apresentou manifestacbes no trato gastrointestinal superior. Em relacdo ao
comportamento da doenca, os fendtipos mais comuns foram o estenosante e 0 penetrante
(36,36% e 27,27%, respectivamente). A terapia bioldgica de escolha foi o0 adalimumabe em
72,72% dos casos.

Os resultados do presente estudo demonstraram uma tendéncia a diminuicdo da
permeabilidade intestinal, ap6s o inicio do tratamento com os anticorpos anti TNF-a
(adalimumabe ou infliximabe), em 70% dos casos estudados com queda da relacdo
lactulose/manitol de 0,0082 em TO para 0,0059 em T1 (p=0,057). Este resultado evidencia uma
tendéncia a melhora da funcdo de barreira intestinal, através da reducdo da permeabilidade
intestinal, resultado que é corroborado por outros autores como Noth et al*? que evidenciou
reducdo da relacdo lactulose/manitol no soro de pacientes com DC, de 0,24 para 0,02 (p<1x10°
"), sete dias ap6s o inicio do tratamento com infliximabe. Suenaert et al®, estudando a
permeabilidade intestinal por meio da excrecdo do °Cr-EDTA, também, registrou queda nos

valores desta, quatro semanas apos infusdo do infliximabe. 42



42

Ao avaliar-se de forma independente as vias de permeacdo do manitol e da lactulose,
observou-se que a redugdo da permeabilidade intestinal ocorreu em razéo da diminuicdo da
permeacéo da lactulose, tendo em vista que os valores de manitol ndo apresentaram diferenca.
A reducdo da permeabilidade intestinal demonstrada por Noth et al*?também foi determinada
por reducdo da permeacdo de lactulose..Ha de se ter cautela ao avaliar-se as taxas de excrecéo
dissociadas da relacdo lactulose/manitol, ja que o emprego de dois agucares é feito para eliminar
possiveis interferentes ndo relacionados a barreira mucosa, tais como variagdes individuais
(esvaziamento gastrico, transito intestinal, diluicdo por secreces, clearence renal alterado) e,
inclusive, erros analiticos. Porém, no presente estudo, como ndo houve variacdo da taxa de

excrecao do manitol, é pouco provavel que os fatores extra mucosos tenha interferido na analise.

A lactulose € o carboidrato que avalia a via paracelular da barreira intestinal. Esta é
regulada, principalmente, pela quantidade e integridade das juncdes firmes. As ocludinas e
claudinas, sdo as principais proteinas que compdem as juncOes firmes e estudos tém
demonstrado que o TNF-a € responsavel pela infrarregulacdo de ocludina, claudina 3, 5 e 8,
além da redistribuicdo das mesmas, influenciando desta forma a funcéo de barreira do epitélio
intestinal®. O trabalho de Suenaert et al® demonstrou que o tratamento com anticorpos anti-
TNF-o promove a restauracdo da funcdo de barreira do intestino, ao constatar queda na
permeacido do >!Cr-EDTA de 3,27% para 2,42%, quatro semanas apos a primeira infusdo de
infliximabe. A neutralizacdo do TNF-a parece interferir na funcdo da barreia intestinal, com
melhora da permeabilidade intestinal, ndo s6 ao suprimir o processo inflamatério da mucosa,

como também bloqueando a acdo que 0 TNF-a exerce sobre as jungdes firmes.®

Fischer et al*® demonstraram em modelos para o estudo da permeabilidade intestinal in
vitro, a diminuicdo da resisténcia elétrica transepitelial em monocamadas de células do tipo
Caco-2, apds a administracdo de TNF-a. Este efeito foi revertido apds a administracdo de
10pg/mL de adalimumabe, concentracdo habitualmente observada no soro de pacientes em

tratamento com esse medicamento e que ndo desenvolvem anticorpos anti-adalimumabe.®

Estudos tém demonstrado que a quantificacdo da calprotectina fecal apresenta boa
correlacdo com os indices de atividade clinica, endoscdpica e histoldgica. No presente estudo,
ndo houve diferenca dos valores das medianas da calprotectina fecal de 461,5 pg/g para 271,85
ug/g (p=0,859) ap6s a intervencdo terapéutica. Roseth et a*’l validaram a dosagem de
calprotectina fecal como marcador de inflamacédo intestinal, apds compara-la a excrecdo de

neutréfilos marcados com *'*indio, demonstrando tambéma sua correlagio com a cicatrizacéo



43

de mucosa. Dessa forma, a melhora do processo inflamatorio ap6s o tratamento com terapia
bioldgica pode ser avaliada por meio da dosagem desse marcador fecal. Nogueira et al®® ao
avaliarem os niveis de calprotectina fecal em individuos com DC antes da primeira infusdo de
infliximabe, e oito semanas ap6s o inicio do tratamento, evidenciaram reducdo dos valores da
calprotectina de 682,53mg/kg para 414,5mg/kg, indicando melhora do processo inflamatdrio.>?
Sipponen et al® avaliaram pacientes em uso de infliximabe;estes autores modificaram o
esquema habitual de inducdo de remisséo (administracdo do medicamento nas semanas a zero,
dois e seis) para a semana zero seguida por intervalo de oito semanas. Estes autores observFoi
observado queda dos valores de mediana da calprotectina fecal de 1173ug/g antes do inicio do
tratamento, para 325 pg/g e 130 pg/g nas semanas oito e 12 de reavaliacio, respectivamente®.
A reducdo dos niveis de calprotectina fecal provavelmente se deve ndo somente a melhora do
dano estrutural da mucosa, apds tratamento com infliximabe, mas também a reducdo do
infiltrado inflamatdrio e ao desaparecimento de neutrofilos, conforme verificado por D'Haens

et al. em ensaio clinico multicéntrico realizado na Europa.®

Sabe-se que a mucosa intestinal pode exibir inflamacéo subclinica em pacientes com
DC que alcancam remisséo clinica e, por esse motivo, esse padrdo de remissdo ndo é o Unico
parametro utilizado para determinar-se se a doenca esté inativa. Nesse contexto sdo discutidos
0s objetivos terapéuticos, que atualmente visam ndo s6 remissdo clinica, mas também a
remissdo endoscépica. Pacientes com DC, mesmo que em remissdo clinica, apresentam niveis
de calprotectina fecal e permeabilidade intestinal acima dos valores apresentados por individuos
saudaveis, o que provavelmente decorre da inflamagdo remanescente.>® Porém, o presente
estudo ndo evidenciou diferenca entre os valores de permeabilidade intestinal dos pacientes
apos o inicio do tratamento com terapia bioldgica (0,0059) e o grupo de individuos controle
(0,0031) (p>0,05). Em decorréncia do desenho do estudo, 55,6% dos pacientes a incluséo
tinham CDALI inferior a 150 pontos (mediana=107,5 pontos), a despeito de terem manifestacdes
clinicas condizentes com a doenca ativa. Todos 0s pacientes,estavam em uso de pelo menos um
medicamento para controle da atividade da doenca e obtiveram indicacdo do inicio da terapia
com os anti-TNF-o pelas seguintes razdes: corticoide dependéncia, corticoide resisténcia ou
abordagem de fistulas. Assim, encontravam-se em controle parcial da atividade inflamatoria, o
que repercute na quantificacdo do indice clinico de avaliacdo da inflamacdo, possivelmente
resultando em valores de CDAI inferiores ao esperado para doenca em atividade. Além disso,
diferentes autores sugerem que o CDAI é mais preciso para avaliar a atividade inflamatéria nos

pacientes com doenca com o comportamento inflamatério.?” Haja vista que a menor parte dos
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pacientes avaliados no estudo apresentavam o perfil inflamatério da DC (18,2%), justifica-se
parcialmente o fato de um pouco mais da metade apresentar valores de CDAI correspondentes

a doenca em remissao.

Comportamento semelhante foi observado em relacdo aos marcadores séricos da
atividade inflamatdria, a PCR e a VHS, que em alguns pacientes exibiram reducdo dos niveis
séricos apos a abordagem terapéutica, apesar de ndo terem significancia estatistica. A casuistica
pequena pode justificar a auséncia de significancia estatistica.

Ao se avaliar a correlacdo entre os marcadores de atividade inflamatoria, observou-se
correlacdo positiva entre permeabilidade intestinal e PCR (coeficiente= 0,519 e p=0,033).
Considerando que o comprometimento da fungdo de barreira intestinal propicia uma maior
exposicdo do sistema imune da mucosa intestinal aos estimulos imunogénicos luminais e 0s
quais, sdo responsaveis pelo inicio e perpetuacdo da resposta inflamatoria, poder-se-ia presumir
que a restauracdo alcancada com a terapia com o anti-TNF-a reduz a ativacdo e magnitude da
resposta inflamatodria, e esta repercute na diminuicdo da sintese de proteinas de fase aguda,
como a PCR. Estudos demonstraram que tanto a permeabilidade intestinal, quanto a dosagem
da PCR séo capazes de prever recidivas da doenca. Estudo longitudinal envolvendo 101
pacientes com DC, mostrou que aqueles pacientes que mantinham a PCR elevada por 2 anos,
possuiam maior taxa de reativacdo da doenca quando comparada aos pacientes com niveis
normais dessa proteina.?’” Arnott et al** demonstraram que pacientes com DC em remissdo, mas
com alteracdo dos valores de permeabilidade intestinal apresentam risco aumentado (risco
relativo = 18) para a reativacdo da doenca, quando comparados aqueles com permeabilidade
normal.*! Wyatt et al*®, em estudo que avaliou 72 pacientes com DC, encontraram correlagdo
significativa entre o valor de permeabilidade intestinal e a probabilidade de reativacdo da
doenca. Sugerindo que o aumento do valor da permeabilidade intestinal precede a recidiva

clinica e que esta constitui indicador de doenga subclinica.®®

Houve, também forte correlacdo positiva entre os valores de calprotectina fecal e VHS
(coeficiente=0,678 e p=0,031). A VHS ¢é marcador soroldgico é inespecifico, e pode sofrer
interferéncia de diversas condigdes ndo intestinais. Embora sua avaliacdo ndo seja capaz de
mensurar diretamente a atividade inflamatdria intestinal®®, se associado a dosagem de
calprotectina fecal, poderia fornecer informacGes mais robustas em relacdo a resposta ao

tratamento com anticorpos anti TNF-a, ja que ambos se correlacionam de maneira positiva.
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6.1 LIMITACOES DO ESTUDO

O primeiro aspecto que limitou os resultados do presente estudo foi a casuistica
relativamente pequena, haja vista que dos 30 pacientes convidados a participarem do estudo,
22 efetivaram sua participacdo. Entretanto, outros trabalhos que abordam o tema proposto
possuem casuistica semelhante, com 17 a 23 pacientes avaliados, a exemplo dos trabalhos de
Noth et al*?, Suenaert et al®, Roseth et a*’| e Nogueira et al®®. Em razdo da literatura ja ter
demonstrado queda dos parametros inflamatdrios tais como PCR, VHS e calprotectina fecal
apos terapia bioldgica, é provavel que com o aumento da casuistica seria possivel demonstrar a

diferenca nesses fatores.

Foi possivel constatar que parcela significativa dos pacientes avaliados no primeiro
momento do estudo (TO) ndo repetiram a avaliagdo em T1, para alguns dos parametros. Um dos
motivos esta ligado ao fato de os individuos incluidos no estudo serem assistidos em um
ambulatorio referéncia no sistema de saude estadual. Dessa maneira, diversos pacientes residem
em cidades do interior de Minas Gerais e compareciam ao servico em datas especificas.
Levando em consideracéo o fato de que as avaliagdes eram feitas em momentos especificos do
tratamento com os anticorpos anti-TNF-a, qualquer lacuna ndo poderia ser preenchida
posteriormente. A exemplo do célculo do CDAI, que dependia do preenchimento do cartdo pelo
paciente: caso 0 paciente se esquecesse de preencher ou levar o cartdo ao momento da avaliacéo,
ndo era possivel repeti-lo em outra ocasido. Essa conjuntura justifica em parte a perda de dados

no segundo momento de avaliacdo.
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7 CONCLUSAO

Embora os valores de CDAI, PCR, VHS e calprotectina ndo demonstrarem diferenga
entre as avaliagcBes ante e apds o inicio do tratamento com anticorpos anti- TNF-o, houve uma
tendéncia a reducdo da permeabilidade intestinal. A taxa de excrecdo da lactulose/manitol
poderia ser utilizada como um marcador clinico da resposta a terapia biol6gica sobre a
permeabilidade da mucosa. Porém, ndo € possivel afirmar se isso é resultado de um efeito direto
dos anticorpos anti-TNF-a por cicatrizacdo da mucosa ou efeito indireto na permeabilidade por
atenuacdo do processo inflamatorio. E possivel que ambos processos atuem em conjunto,

ocasionando a melhora da funcéo de barreira da mucosa intestinal.
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9 ANEXOS

ANEXO 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé, , paciente do Hospital das Clinicas,

foi selecionado e esta sendo convidado para participar de um projeto de pesquisa. Antes de aceitar vocé tem o
direito de saber como sera sua participacao.

O objetivo dessa pesquisa € avaliar a influéncia do Infliximabe ou do Adalimumabe (de acordo com a
terapéutica proposta pela equipe do Instituto Alfa de Gastroenterologia) no processo inflamatorio intestinal e na
recuperacdo da barreira intestinal de pacientes com doenca de Crohn, utilizando-se o teste de permeabilidade
intestinal e a dosagem de calprotectina fecal.

Sua participacdo nesse estudo é voluntéaria e gratuita. VVocé tem a liberdade de se recusar a participar do
estudo, ou, se aceitar participar, de retirar seu consentimento a qualquer momento. Este fato ndo implica na
interrupcéo de seu atendimento, que esta assegurado.

Sua participacdo constituira em permitir que informacdes sobre a sua doenca sejam utilizadas na pesquisa.
Caso vocé participe, sera necessario colher urina durante cinco horas, ap6s a ingestdo de um suco contendo
lactulose e manitol em doses subterapéuticas para a realizacdo do teste de permeabilidade intestinal. Procedimento
que seré realizado em duas ocasiBes. Sera necessario também o fornecimento de duas amostras de fezes, colhidas
nos mesmos dias dos testes de Permeabilidade Intestinal, para realizacdo da dosagem da calprotectina fecal.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na forma de comunicacdo cientifica, ndo permitindo a
identificacdo individual dos participantes, garantindo assim, a confidencialidade dos dados.

Os médicos da equipe do Ambulatério de Intestino do Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital das
Clinicas da UFMG poderao ser contatados nos telefones 3409-9403 e 3409-9490 e sdo responsaveis pelo seu
tratamento. O telefone do Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais é 3409-4592.

EU, li o texto acima e compreendi a

natureza e objetivo do estudo do qual fui convidado a participar. A explicacdo que recebi menciona os riscos e
beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participagéo no estudo a qualquer momento
sem justificar minha decisdo e sem que esta decisdo afete meu tratamento com o meu médico. Eu entendi o que
posso fazer durante o tratamento e sei que qualquer problema relacionado ao tratamento sera abordado por um dos
médicos da equipe, sem 6nus para mim.

Eu, , registro ndmero no Hospital das

Clinicas da UFMG, apés esclarecido sobre a pesquisa, aceito a participar do estudo, concordando com o uso, na
pesquisa, das informagdes clinicas e laboratoriais da minha doenca.

ASSINATURA DO VOLUNTARIO

NOME DO PESQUISADOR

ASSINATURA DO PESQUISADOR
DATA / /
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ANEXO 2 - Cartédo de CDAI utilizado pelos pacientes




ANEXO 3 Projeto aprovado pelo COEP em 05 de abril de 2010. Parecer no. ETIC
0014.0.203.000-10

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 0014.0.203.000-10

Interessado(a): Prof. Aloisio Sales da Cunha
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 05 de abril de 2010, apos atendidas as solicitagdes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Avaliagdo da Barreira Intestinal, por
meio do Teste de Permeabilidade, em pacientes com Doenca de
Crohn moderada-grave, em resposta ao tratamento com infliximabe
e corticosterdides" bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatdrio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apés o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coep@, .ufing.br
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