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1- Introducao:

A doenca de Crohn faz parte do grupo das doencas inflamatorias intestinais e €
uma enfermidade autoimune, que acomete o trato gastrointestinal, nele causando
inflamacdo. Apresenta-se em surtos e remissfes e tem como principais sintomas a
diarréia, por vezes muco-sanguinolenta, e a dor abdominal. Tem ainda a
particularidade de acometer todo o aparelho digestorio e causar lesbes transmurais e
descontinuas (Bamias et al, 2005; Sartor,2006; Steinwurz, 2008 e 2009; Abraham et al,

2009).

Nos ultimos anos, a incidéncia da doenca de Crohn se tornou maior em todo o
mundo, quer seja pelo aumento real no nimero de doentes acometidos ou pelo melhor
conhecimento da doenca e consequente aumento na quantidade de diagnosticos. E,
historicamente, mais prevalente em individuos de raca caucasiana, que vivem em
areas urbanas e industrializadas, como em paises da América do Norte e da Europa
Ocidental. No entanto, as recentes mudancas ambientais, sOcio-econémicas e de
habitos de vida em paises da América Latina e da Africa, fizeram com que a
prevaléncia de tal doenca nessas regifes crescesse muito também. Por esse motivo,
pela alta morbidade que causa em uma populagédo jovem e potencialmente ativa e
também pelo alto custo financeiro envolvido em seu tratamento, atualmente a doencga
de Crohn é muito estudada, principalmente em relagéo ao seu diagndéstico e tratamento

(Bamias et al, 2005; Sartor, 2006; Cardozo et al, 2012).

Muitas teorias sédo propostas para explicar o surgimento da doenca de Crohn em

um determinado momento na vida de um individuo, mas a exata causa ainda
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permanence desconhecida. Acredita-se que existem mudltiplos fatores que, quando
combinados, levam a esse resultado. Dentre eles, citam-se fatores ambientais
(tabagismo, dieta, habitos de higiene, apendicectomia prévia, infec¢cdes e vacinas na
infancia), fatores genéticos (gene NOD2/CARD15 e mais de cem outros genes
identificados), fatores imunolégicos (imunidade inata e adaptativa, humoral e celular) e
também aspectos da microbiota intestinal (Bamias et al, 2005; Khor et al, 2011;

Cardozo et al, 2012; Leone et al, 2013).

Uma parte importante da fisiopatologia da doenca de Crohn € a presenca de
uma exacerbacdo da resposta inflamatdria no trato gastrointestinal e um consequente
aumento das citocinas pro-inflamatorias, tal como o fator de necrose tumoral alfa, que
causa inflamacdo e aumento da permeabilidade da mucosa intestinal, sendo o
responsavel por muitos sinais e sintomas que observamos em pacientes com doenca
de Crohn (Steinwurz, 2009; Lichtenstein et al, 2009; Kotze et al, 2010; Khor et al, 2011;
Cardozo et al, 2012). Baseando-se nessas afirmagdes, as linhas mais recentes de
tratamento envolvem medicacdes que possuem como objetivo diminuir a agcdo do TNF-
alfa no intestino desses pacientes. Essas medicacfes representam grande parte do

gue chamamos de terapia biolégica e dentre elas encontra-se o infliximabe.

O infliximabe € um anticorpo monoclonal do tipo IgG, quimérico (75% de origem
humana e 25% de origem animal), o qual se liga ao fator de necrose tumoral alfa. Foi o
primeiro agente biologico a ser utilizado para o tratamento da doenca de Crohn, tendo
proporciononado uma verdadeira revolugdo no tratamento da doenca, pois trouxe aos
doentes uma melhora significativa em sua qualidade de vida (Danese, 2008; Armuzzi et

al, 2008; Kotze et al, 2010; Colombel et al, 2010).
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No ano de 2002, foi publicado o mais importante estudo sobre o uso do
infliximabe no tratamento da doenca de Crohn, o ACCENT 1, o qual demonstrou que,
apos um tratamento de 54 semanas com esse medicamento, um terco dos pacientes
com doenca de Crohn luminal apresentaram indugcdo e manutencdo da remissao
clinica da doenca. Foi observado entdo que o tratamento continuo trazia claramente
muitos beneficios quando comparado ao tratamento episddico (Hanauer et al, 2002).
Na maioria dos casos, o infliximabe é utilizado na dose de 5 mg/kg nas semanas 0, 2 e
6 (periodo de inducdo) e depois, na mesma dose, a cada 8 semanas (periodo de
manutencao). De acordo com a resposta do paciente a medicacao, ela também pode

ser utilizada na dose de 10mg/kg ou a cada 6 semanas (Kotze et al, 2010).

Com o advento dos agentes bioldgicos, o0s objetivos do tratamento da doenca
de Crohn se tornaram mais ambiciosos e a remisséo clinica da doenca ndo é mais
suficiente como parametro de avaliacdo. Os estudos mostram que a cicatrizagcdo da
mucosa intestinal, ou seja, a remissdo endoscoépica e histolégica da doenca, é a
principal responséavel pela alteragédo de sua historia natural e, portanto, o objetivo a ser
alcancado. A cicatrizagdo da mucosa intestinal esta associada a menor risco de
complicacdes, menor niumero de internacdes hospitalares e também “a reducdo no
namero de surtos da doenca (Vermeire et al, 2007; Froslie et al, 2007). A completa
cicatrizacdo da mucosa intestinal em pacientes com doenca de Crohn inicial esta
relacionada a um significante aumento das taxas de remissao livre de
corticoesteréides por quatro anos (Baert et al, 2010). O infliximabe é capaz de induzir a
remissdo endoscopica em pacientes com doenca de Crohn, assim como garantir a

manutencdo da mesma (Hanauer et al, 2002; Daperno et al, 2008; Kotze et al, 2010).
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O exame diagnéstico de escolha para a avaliagdo da cicatrizagdo da mucosa
intestinal € a ileocolonoscopia, a qual permite uma visualizacdo direta do célon e ileo
terminal, assim como a realizacao de bidpsias para avaliacao histopatologica do tecido.
Esse exame, porém, apresenta as desvantagens de ser invasivo, demorado, caro e,
em algumas vezes, desconfortavel para o paciente. Por esse motivo, alguns
marcadores laboratoriais vém sendo testados quanto "a sua relacdo com a atividade
inflamatéria e cicatrizacdo da mucosa intestinal em pacientes com doenca de Crohn . O
quadro clinico do paciente nem sempre é compativel com a atividade endoscépica e
histolégica da doenca, por isso a importancia de se encontrar um exame complementar
que se correlacione com a atividade inflamatéria de forma menos invasiva e onerosa

(Vermeire et al, 2007; Froslie et al, 2007; Nikolaus et al, 2007; Daperno et al, 2008).

A cicatrizacdo da mucosa intestinal visualizada por meio do exame de
ileocolonoscopia se tornou objetivo de tratamento e forma principal de avaliacdo de
atividade inflamatéria da doenca de Crohn (Baert et al, 2010). Assim, criou-se uma
pontuacdo baseada em parametros endoscopicos para graduacdo desta atividade da
doenca. A primeira classificacdo que surgiu foi o escore endoscépico da doenca de
Crohn, criado por um grupo francés em 1989 (Mary et al, 1989) e que utiliza em seu
célculo aspectos das lesbes de mucosa e extensdo dos seguimentos de intestino
envolvidos. Nao obstante, por ser tal escore complexo e trabalhoso para o uso na
pratica diaria, foi descrito posteriormente o escore endoscoépico simplificado da doenca
de Crohn (Daperno et al, 2004), que surge com o objetivo de facilitar a aplicacdo de
uma pontuagdo capaz de graduar a atividade inflamatoria endoscopica da doenca. Os

dois escores foram validados por meio de estudos multicéntricos e apresentam boa
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correlacdo entre si, de forma que o EESDC pode perfeitamente ser utilizado na
avaliacao da atividade endoscépica da doenca de Crohn (Bamias et al, 2005; Sipponen

et al, 2010).

Dentre os marcadores laboratoriais utilizados para avaliagdo da atividade
inflamatoria na doenca de Crohn podem ser citados a proteina C reativa, a velocidade
de hemossedimentacdo e, mais recentemente, os marcadores fecais como a

calprotectina fecal (Sostegni et al, 2003).

A calprotectina fecal € uma proteina derivada dos neutrofilos, presente tanto no
plasma quanto nas fezes e que se encontra elevada em estados infecciosos e
inflamatorios, como na doenca de Crohn em atividade (Konikoff et al, 2006). O
processo inflamatério causa danos a mucosa intestinal, permitindo a passagem de
neutrofilos para a luz intestinal e, dessa forma, os niveis elevados de calprotectina
podem ser detectados nas fezes (Jahnsen et al, 2008). A calprotectina permanence
estavel na fezes e pode ser quantificada por meio do método de laboratério ELISA em
pequenas amostras. Inicialmente, ela foi utilizada no diagnéstico diferencial de doencas

funcionais e inflamatdérias do trato digestorio.

Atualmente, a calprotectina vem mostrando uma boa correlagdo com a atividade
inflamatoria e, portanto, com a cicatrizacdo da mucosa intestinal na doenca de Crohn.
Esse marcador fecal se tornou uma importante arma no seguimento de pacientes com
doenca de Crohn e também na avaliacdo de seu tratamento (Gisbert et al, 2008; Xiang
et al, 2008; Vieira et al, 2009; Lamb et al, 2011; Lewis, 2011; Judd et al, 2011; Burri et

al, 2012). A calprotectina fecal mostrou - se util no diagnostico da doenca inflamatoria
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intestinal e pode também ajudar a predizer a resposta ao tratamento e as recaidas da

doenca (Smith et al, 2012).

Ha uma divergéncia na literatura em relacdo "a qual nota de corte que deve ser
adotada para o exame da calprotectina fecal, quando o mesmo ¢é utilizado na avaliacéo
de pacientes com doenca de Crohn. O valor sugerido pelo fabricante do kit utilizado
nesse estudo é de 50 pg/g. Com essa nota de corte 0 exame apresentou uma
especificidade de 94,5% e sensibilidade de 84,4%, em diferenciar as doencas
funcionais do trato digestorio, das doencas inflamatérias intestinais (Konikoff et al,
2006) . Em estudos como o0 nosso, em que se utiliza a calprotectina fecal como
marcador de atividade inflamatéria em pacientes com doenca inflamatdria ja conhecida
previamente, tende-se a sugerir uma nota de corte mais alta, em torno de 100-200 ug/g
(Lewis, 2011; Burri et al, 2012). Recentemente, alguns trabalhos sugerem notas de
corte ainda maiores (D’Haens et al 2012, De Vos et al, 2013 ). D’Haens et al, em 2012,
verificaram que niveis maiores ou iguais a 250 pg/g da calprotectina fecal foram
capazes de predizer remissao endoscopica da doenca de Crohn, com sensibilidade de

94,1% e especificidade de 62,2%.

Existem poucos estudos que observam a correlacdo da calprotectina fecal com
a cicatrizacdo da mucosa intestinal, em pacientes com doenca de Crohn que estejam
sendo submetidos a terapia biolégica com o infliximabe (Sipponen et al, 2008;
Molander et al, 2012). Dessa forma, observamos se a calprotectina fecal correlaciona-
se com os achados colonoscopicos na doenca de Crohn podendo, consequentemente,
ser utilizada como marcador de atividade inflamatéria durante o tratamento com o

infliximabe.
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2 — Objetivos
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2- Objetivos:

Objetivo principal: avaliar a correlacdo entre a calprotectina fecal e a
cicatrizacdo da mucosa intestinal, nos pacientes com doenca de Crohn em
tratamento de manutencéo com infliximabe.

Objetivo secundario: determinar a nota de corte mais adequada da
calprotectina fecal para predizer atividade endoscopica intestinal na doenca

de Crohn.
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3 — Casuistica e Método
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3- Casuistica e Método:
A) Pacientes:

Trata-se de um estudo transversal, para o qual foram incluidos 19 pacientes com
doenca de Crohn entre janeiro e dezembro de 2011 (Tabela 1). Todos os pacientes
frequentam e sdo acompanhados no ambulatério de doencas inflamatorias intestinais
da Clinica de Gastroenterologia do Departamento de Medicina da Irmandade da Santa
Casa de Misericordia de S&do Paulo. O diagndstico da doenca de Crohn foi realizado
por meio da historia clinica, provas de atividade inflamatéria (PCR e VHS), transito
intestinal e ileocolonoscopia com realizacdo de bidpsias. A amostra era inicialmente
constituida de 25 doentes, porém 03 foram excluidos por possuirem ileostomia e 03

nao aceitaram participar do estudo

A.1) Critérios de incluséo:

- Pacientes de ambos os sexos.

- ldade igual ou superior a 18 anos.

- Diagnostico prévio de doenca de Crohn.

- Doenca de Crohn comprometendo colon, ileo terminal ou ambos.

- Estar recebendo como tratamento o infliximabe na dose de 5mg/kg ha pelo
menos dois meses (ja em periodo de manutencao).

- Assinar e concordar com o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo 1), aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Irmandade da

Santa Casa de Misericérdia de S&o Paulo (projeto nimero 222/11, Anexo 2).
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A.2) Critérios de excluséo:

- Possuir ileostomia ou colostomia.

- Exame de transito intestinal alterado.

- Histdria de diarréia infecciosa nos ultimos seis meses.

- Diagnostico prévio de neoplasia maligna do intestino.

- Parasitoses intestinais.

- Ulcera gastrica ou duodenal.

- Gastrite ou bulboduodenite erosiva.

- Uso recente (Gltimos 6 meses) de inibidor de bomba de préton.

- Uso recente (Ultimos 6 meses) de antinflamatério ndo hormonal.

Tabelal: Dados epidemioldgicos e clinicos da amostra de 19 pacientes com doenca

de Crohn (ISCMSP, 2013):

Numero de pacientes com doenca de Crohn =19

Idade(anos): Minima =18 Maxima=61 Média=44,95 Mediana =44
Sexo: Feminino = 63,2% (12 pacientes) Masculino = 36,8% (7 pacientes)
Localizacdo da doenca de Crohn:

fleo terminal = 21,1% (4 pacientes)

Célon = 42,1% (8 pacientes)
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fleo terminal + colon = 36,8% (7 pacientes)
Tempo de uso do infliximabe (anos):

Minimo=1 Maximo=6 Média=4,11 Mediana=4

Fonte: Departamento de Medicina ISCMSP.

B) Método:

Os pacientes selecionados realizaram uma coleta simples de amostra de fezes e
foram submetidos posteriormente, na mesma semana, a uma ileocolonoscopia
diagnostica. Todos os exames endoscopicos foram realizados pela mesma médica
colonoscopista da disciplina de coloproctologia do departamento de cirurgia da
ISCMSP, e acompanhados pelo pesquisador responsavel . O preparo do célon para o

exame foi feito com bisacodil e lactulose, e a seda¢do com midazolan e fentanil.

Neste estudo, consideramos cicatriza¢cdo de mucosa intestinal igual a remissao
endoscopica, ndo foi avaliada a remisséo histopatolégica. A primeira foi escolhida como
padrdo ouro na analise da atividade inflamatoria intestinal dos pacientes com doenca
de Crohn. Utilizou-se na avaliacdo da cicatrizacdo da mucosa intestinal o escore
endoscopico simplificado da doenca de Crohn. A pontuacéo € calculada para cada um
dos segmentos do ileo e célon e depois somada para a obtencdo do resultado final
(Tabela 2). Foi considerado em remissao endoscopica da doenca de Crohn aquele
paciente com um EESDC entre 0 e 2 pontos, e em atividade endoscopica da doenca o

paciente com um EESDC maior ou igual a 3 pontos.



22

Tabela 2: Escore Endoscoépico Simplificado para Doenca de Crohn

0 1 2 3
Tamanho das Nenhuma Ulceras Ulceras Ulceras maiores
Ulceras aftoides grandes
>2.,0cm

(0,1 a 0,5cm) (0,5a2,0cm)

Superficie Nenhuma <10% 10 a 30% > 30%
ulcerada

Superficie Nenhuma <50% 50 a 75% > 75%
afetada

Presenca de Nenhuma Unica, pode ser Multiplas, N&o podem ser
estenoses ultrapassada podem ser ultrapassadas

ultrapassadas

Fonte: Daperno M, D'Haens G, Van Assche G, et al. Development and validation of a
new, simplified endoscopic activity score for Crohn’s disease: the SES-CD.

Gastrointestinal Endoscopy. 2004, 60: 505-512.

As amostras de fezes foram congeladas e armazenadas em freezer a -20 graus
C no Laboratério Central da ISCMSP. O Laboratério Buhlmann — Suica € o fabricante

do kit da calprotectina fecal usado no estudo. Tanto o procedimento de extracdo das
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fezes, quanto a realizacdo do exame de ELISA da calprotectina seguiu as orientacdes

do laboratoério fabricante.

As amostras armazenadas foram descongeladas em temperatura ambiente e
submetidas a etapa de extracao fecal, para serem posteriormente analisadas pelo teste
de ELISA. O método de extracdo consistiu em adicionar 04ml de solucdo tampéao as
fezes, misturar no vortex por 01 minuto e depois colocar 01 ml do extrato em um tubo

de Eppendorf na centrifuga por 05 minutos (3000 X g).

O sobrenadante foi transferido e diluido (1:50) para ser submetido ao teste de
ELISA. Este foi realizado sempre em duplicatas, cujos valores médios de densidade
Optica foram todos calculados . Os standards e controles, que vieram no kit, foram
incluidos na placa para realizagédo da reacdo. Utilizou-se um leitor de ELISA com com
fitro de 450 nm. Com os valores das densidades Opticas dos standards, cujas
concentracbes de calprotectina sdo conhecidas (descritas pelo fabricante), foi
elaborada uma curva standard. Os valores de densidade Optica obtidos das amostras
de nossos pacientes foram colocados nessa curva, e obtivemos entdo  as
concentragdes da calprotectina fecal em pg/g.

A pontuacgdo obtida no célculo do EESDC e a dosagem da calprotectina fecal
foram analisadas estatisticamente como variaveis quantitativas. Para a determinacéo
de uma nota de corte, e de sensibilidade e especificidade adequadas foi usada uma
curva Roc. A area sob a curva pode ser considerada relevante quando > 0,70. Por fim,
foi calculada a correlacédo entre o exame de calprotectina fecal e o EESDC por meio
dos métodos de Spearman e Pearson. E considerada uma correlagdo forte quando o

coeficiente > 0,70, moderada quando o coeficiente esta entre 0,30 e 0,70 e fraca
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quando o coeficiente < 0,30. O resultado foi tido como estatisticamente significativo

guando p< 0,05.

A estimativa do tamanho da amostra revelou serem necessarios 17 individuos,
no minimo, para que o objetivo do trabalho fosse alcancado com significancia
estatistica. O programa estatistico usado foi o SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) para Windows versao 14.0. Previamente a realizacdo do estudo, o projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Irmandade da Santa Casa de

Misericérdia de S&o Paulo — projeto numero 222/11 (Anexo 2).
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4 — Resultados
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4- Resultados:

O escore endoscoépico simplificado para a Doenca de Crohn, quando aplicado
aos 19 pacientes, variou entre 0 e 22 pontos. Com uma meédia de 5,89 pontos e

mediana de 4 pontos, e intervalo de confianca de 95% (Gréfico 1).

Grafico 1: EESDC dos 19 pacientes com doenca de Crohn , Sdo Paulo — 2013:

25—
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Fonte: Departamento de Medicina da ISCMSP.



27

De acordo com o EESDC, encontramos 42,1% (8 pacientes) da amostra sem
atividade da doenca de Crohn e 57,9% (11 pacientes) da amostra com atividade da

doenca (Gréfico 2).

Gréfico 2: Atividade da doenca conforme o célculo do EESDC nos 19 pacientes com

doenca de Crohn em uso de infliximabe, S&do Paulo — 2013:

Atividade da DC

W Sem Atividade

H Com Atividade

Fonte: Departamento de Medicina da ISCMSP.
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A calprotectina fecal foi dosada nas fezes dos 19 pacientes e encontramos
valores entre 30 e 929 pg/g. Com uma média de 496,26 pg/g e mediana de 507 ug/g,

intervalo de confianca de 95% (Grafico 3).

Gréfico 3: Valores da calprotectina fecal encontrados nos 19 pacientes com doenca de

Crohn em uso do infliximabe, S&o Paulo — 2013:
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Fonte: Departamento de Medicina da ISCMSP.



29

A nota de corte obtida pela curva Roc para a calprotectina fecal, foi de 236,5
Hg/g. Com esse valor, garantimos ao exame uma sensibilidade de 90,9% e

especificidade de 62,5% (Grafico 4 e Tabela 3).

Grafico 4: Curva Roc (sensibilidade X especificidade da calprotectina fecal):
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Fonte: Departamento de Medicina ISCMSP.

Area sob a curva = 0,83.
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Tabela 3: Sensibilidade e especificidade da calprotectina fecal + nota de corte.

Departamento de Medicina da ISCMSP, Sao Paulo - 2013:

Positivo acima de: Sensibilidade Especificidade
29 100% 0%

33 100% 12,5%
42,5 100% 25%
96,5 100% 37,5%
154 100% 50%
182,5 90,9% 50%
236,5 90,9% 62,5%
358 81,8% 62,5%
452.5 72,7% 62,5%
484 72,7% 75%
529 63,6% 75%
583.5 63,6% 87,5%
695.5 54,5% 87,5%
781 45,5% 87,5%
792.5 36,4% 87,5%
815 36,4% 100%
869 27,3% 100%
916,5 18,2% 100%
928 9,1% 100%

930 0% 100%
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A Tabela 4 mostra quantos pacientes apresentaram atividade da doenca de
Crohn de acordo com o EESDC e com a calprotectina fecal (usando como nota de

corte 236,5 ug/g).

Tabela 4: Distribuicdo dos 19 pacientes em relacéo a atividade de doenca de acordo

com EESDC e calprotectina fecal, Sdo Paulo — 2013:

EESDC Positivo EESDC Negativo Total

Calprotectina 10 pacientes 03 pacientes 13 pacientes
Positiva
Calprotectina 1 paciente 05 pacientes 06 pacientes
Negativa
Total 11 pacientes 08 pacientes 19 pacientes

Fonte: Departamento de medicina da ISCMSP.

Sensibilidade = 90,9%

Especificidade = 62,5%

VPP =76,9%

VPN = 83,3%

Acurécia = 78,9%.
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Finalmente, foi avaliado se existe uma correlacdo estatisticamente significativa
entre os dois exames (endoscopico, por meio do EESDC, e a calprotectina fecal),
guando se trata de cicatrizacdo da mucosa e atividade inflamatéria na doenca de Crohn
(Grafico 5). Utilizamos o teste de correlacdo paramétrico de Pearson e o0 néo

paramétrico de Spearman.

Os resultados encontrados foram semelhantes para os dois testes: uma
correlacdo moderada entre os dois exames diagndsticos, com significancia estatistica

(p< 0,05) (Tabela 5).
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Grafico 5: Correlagdo entre os exames endoscopico (EESDC) e calprotectina fecal na
analise da atividade inflamatéria intestinal para os 19 pacientes com doenca de Crohn

em uso de infliximabe, Sao Paulo — 2013:
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Fonte: Departamento de Medicina da ISCMSP.
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Tabela 5: Testes de Pearson e Spearman para avaliar a correlagédo entre calprotectina
fecal e o exame endoscopico (EESDC), na determinacdo de atividade inflamatoria

intestinal para os 19 pacientes com doenga de Crohn em uso de infliximabe, S&o

Paulo — 2013:

Pearson Spearman
Coeficiente 0,507 0,522
p 0,027 0,022

Fonte: Departamento de Medicina da ISCMSP.
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5 — Discussao
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5- Discusséao:

A doenca de Crohn tem causa multifatorial, ainda nédo totalmente compreendida.
No entanto, sabe-se que uma resposta imunolégica exacerbada a antigenos esta
intimamente relacionada ao aparecimento da doenca. Ocorre, em pacientes com
doenca de Crohn, um aumento importante de citocinas pro-inflamatérias, entre elas o
fator de necrose tumoral alfa (Bamias et al, 2005; Abraham C et al, 2009). O infliximabe
€ um anticorpo monoclonal que se liga ao fator de necrose tumoral e que tem como
objetivo reduzir o enorme processo inflamatério envolvido na génese da doenca de

Crohn (Hanauer et al, 2002).

E interessante notar que 57% da amostra de 19 doentes em uso do infliximabe
se encontra em atividade inflamatéria da doenca de Crohn, de acordo com o EESDC.
Valor esse razoavelmente alto para pacientes ja em terapia de manutencao com o anti
— TNF. No estudo ACCENT | em 2002, Hanauer et al mostraram remisséao clinica de
apenas cerca de um terco dos pacientes com doencga de Crohn em uso do infliximabe

apos a semana 54.

A cicatrizacdo de mucosa intestinal é vista hoje como principal objetivo do
tratamento para doenca de Crohn, uma vez que, quando obtida, parece mudar a
histéria natural da doenca (Vermeire S et al, 2007). Comparamos a ileocolonoscopia,
gue é considerado o exame de elei¢cdo para a avaliacdo da cicatrizacdo da mucosa e
atividade inflamatoria intestinal na doenca de Crohn, com a dosagem da calprotectina

fecal, um exame mais simples de ser realizado, menos invasivo € menos oneroso.
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Estudos prévios ja ttm mostrado uma boa correlacéo entre a calprotectina fecal
e a atividade endoscopica da doenca em pacientes com doenca inflamatoria intestinal.
Em 2009, Vieira et al observou que existe uma correlagdo entre os niveis de
calprotectina fecal e atividade inflamatéria endoscopica, tanto na doenca de Crohn,
guanto na retocolite ulcerativa. Essa correlagdo mostrou-se melhor do que a
encontrada com indices de atividade clinica, como o CDAI, ou com marcadores
hematolégicos de atividade, como a velocidade de hemossedimentacéo e a proteina c

reativa (Vieira et al, 2009).

A nota de corte sugerida pelo fabricante do kit da calprotectina fecal utilizado
nesse estudo é de 50 pg/g. Assim, o exame apresentou uma especificidade de 94,5% e
sensibilidade de 84,4% em diferenciar as doencas funcionais do aparelho digestério,
das doencas inflamatérias intestinais (Konikoff et al, 2006). Roon et al, em um estudo
de meta andlise, encontraram um aumento médio de 219 pg/g na calprotectina fecal
dosada em pacientes com doenca inflamatéria intestinal, quando comparada com a
dosada em pacientes com doencas funcionais, como a sindrome do intestino irritavel

(Roon et al, 2007).

Existe, entre alguns autores, uma divergéncia em relacdo a qual nota de corte
deve ser adotada para o exame de calprotectina fecal, quando 0 mesmo € utilizado em
doentes sabidamente portadores de doenca de Crohn. Em 2003, Carroccio et al,
usando como nota de corte para a calprotectina fecal 170ug/g, observaram uma
sensibilidade e especificidade de 100% e 95% respectivamente. Em 2007, D’Inca et al
encontraram uma sensibilidade de 81% e uma especificidade de 80% para a

calprotectina, utilizando como nota de corte 80 pg/g. Em 2010, Siponnen et al
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determinaram uma sensibilidade de 80% e uma especificidade de 89% para a
calprotectina fecal, quando comparada com o EESDC em pacientes com doenca de
Crohn, adotando 100 pg/g como nota de corte para exames positivos. NO mesmo ano
de 2010, Schoepfer et al, consideraram uma nota corte de 70ug/g para a calprotectina
fecal e obtiveram uma acuricia de 87% para a deteccdo de doenca de Crohn

endoscopicamente ativa.

Em 2008, Jones et al mostraram uma correlacdo forte, estatisticamente
significativa, entre a calprotectina fecal e o escore endoscépico simplificado da doenca
de Crohn, com um coeficiente de 0,72. Também em 2008, Siponnen et al encontraram

uma correlacdo moderada entre os mesmos dois exames, com um coeficiente de 0,64.

Em menor nimero, existem os trabalhos que avaliam a calprotectina fecal como
marcador de atividade inflamatdria, em pacientes com doenca de Crohn em tratamento
com medicamentos anti fator de necrose tumoral. Bjorkesten et al, em 2012,
demonstraram uma melhor correlacdo entre a calprotectina fecal e o EESDC, do que
deste com o CDAI ou proteina c reativa, em pacientes com doenca de Crohn em uso
de terapia biol6gica. Usando uma nota de corte de 100 pg/g, a sensibilidade e a
especificidade encontradas para o exame da calprotectina foram de 84% e 74%

respectivamente (Bjorkesten et al, 2012).

A calprotectina fecal também pode ser usada como fator preditivo de recaidas
nas doencas inflamatérias intestinais e, para tal finalidade, os estudos tém sugerido
uma nota de corte acima de 150 pg/g (Burri et al, 2012). Em 2010, Schoepfer et al

demontraram que a calprotectina fecal é capaz de separar os pacientes com doenca de
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Crohn endoscopicamente inativa, daqueles com doenca ativa leve, moderada e grave

(com significancia estatistica, p<0,05).

No presente estudo, encontramos uma correlacdo moderada, estatisticamente
significante, entre o teste de calprotectina fecal e o calculo do EESDC em pacientes
com doenca de Crohn em uso de infliximabe. Dos 19 pacientes avaliados, 05 nao
apresentaram atividade de doenca pela calprotectina fecal (valores < 236 ug/g) e
também pelo EESDC (valores < 3 pontos), enquanto que 10 doentes apresentaram
atividade da doenca de Crohn em ambos os métodos diagndsticos. Além disso, 03
pacientes sem atividade endoscoépica, tiveram valores elevados de calprotectina fecal e
01 paciente com atividade de doenca endoscopica leve obteve um valor baixo de
calprotectina. Esses dois fatos, em conjunto com o numero pequeno da amostra
selecionada, provavelmente colaboraram para que nao fosse observada uma

correlagdo mais forte entre os dois métodos diagnosticos.

Como apenas levamos em consideracdo a atividade endoscopica macroscopica
como marcador de cicatrizacdo de mucosa intestinal , € possivel que aqueles pacientes
com colonoscopia negativa e calprotectina fecal positiva tivessem atividade inflamatoria
histolégica e, por isso, niveis elevados do marcador fecal. Outro aspecto que pode ter
contribuido para o resultado positivo da calprotectina fecal nesses casos, € o fato de o
intestino delgado dos doentes so ter sido investigado por meio do exame de transito
intestinal. Sabemos que este ndo € o melhor exame para avaliagdo de atividade
inflamatoria no intestino delgado de pacientes com doenca de Crohn. Assim, mesmo
com ileocolonoscopia negativa, algumas dessas pessoas podem estar em atividade da

doenca localizada no intestino delgado, e isso faria com que os valores da calprotectina
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fecal fossem altos. Por sua vez, o paciente que apresentou atividade de doenca pelo
EESDC e calprotectina negativa, obteve um resultado do exame de fezes muito
proximo da nota de corte. Além disso, a atividade inflamatéria mostrada pelo exame

endoscopico foi leve, com uma pontuacéo do EESDC igual a 4 pontos.

N&o acreditamos que o método de extracdo fecal ou a técnica de ELISA
utilizados tenham alterado os resultados, pois estes foram realizados exatamente de
acordo com o sugerido e explicado pelo fabricante do kit da calprotectina fecal. O
armazenamento e congelamento das fezes também foram feitos de forma adequada,
sendo que essas amostras poderiam ficar congeladas a -20 graus C por até quatro

meses sem prejuizo nos resultados do exame.

Observamos neste estudo, assim como na literatura (Schoepfer et al, 2010),
uma tendéncia dos valores da calprotectina fecal a acompanharem a pontuacdo do
EESDC. Dessa forma, a calprotectina seria capaz de determinar se 0s pacientes com
doenca de Crohn se encontram em atividade leve, moderada ou grave da doenca. No
entanto, ndo foi possivel avaliar essa hip6tese por causa da amostra pequena utilizada.
O numero pequeno de pacientes em cada categoria (leve, moderada e grave)

impossibilita uma anélise estatistica com significancia.

Consideramos 236,5 pg/g como nota de corte mais adequada para exames
positivos de calprotectina fecal, na populacdo estudada, obtendo assim uma
sensibilidade de 90,9% e uma especificidade de 62,5%. Acreditamos que uma
sensibilidade alta tenha uma maior importancia no diagnostico e terapéutica. Dessa

forma, o exame endoscopico poderia ser substituido por um simples exame de fezes,
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no acompanhamento dos pacientes com doenca de Crohn. SO seria realizada uma
avaliacdo mais completa dos pacientes com um exame de colonoscopia, quando a
dosagem da calprotectina fecal fosse positiva para atividade inflamatéria e, nesses
casos, talvez fosse necessaria uma mudanca de estratégia terapéutica. Por tanto,
detectar 0os exames positivos torna-se nossa prioridade, mesmo que entre eles estajam
alguns falsos positivos, como observamos em nossos resultados. Novamente, nossa
nota de corte provavelmente foi maior que a utilizada em outros estudos, devido aos 4
resultados conflitantes que apareceram e a pequena amostra utilizada. Por esse
motivo, também ndo encontramos uma especificidade muito alta para a calprotectina

fecal, diferentemente do relatado em alguns estudos prévios (Vieira et al, 2009; Lewis,

2011).

Por outro lado, os valores encontrados da calprotectina fecal em nosso estudo
variaram entre 30 e 929 ug/g, com uma média de 496,26ug/g e mediana de 507 pg/g.
E, mesmo tendo adotado notas de corte mais baixas, estudos mostram também valores
altos da calprotectina fecal em pacientes com doenc¢a de Crohn. Em 2010, Schoepfer et
al observaram valor médio da calprotectina fecal de 334 pg/g, em um intervalo que foi
de 12 ug/g até 656 pg/g. A tendéncia de alguns estudos mais recentes € sugerir uma
nota de corte mais alta para a calprotectina fecal, ao redor de 250-300 pg/g, quando
aplicada em pacientes com doenca inflamatoria intestinal (D’Haens et al, 2012; De Vos

et al, 2013).

Com relacdo a analise da curva Roc realizada, foi encontrada uma area sob a

curva no valor de 0,83 (>0,70), o que significa que a calprotectina fecal teve um
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desempenho satisfatério em diferenciar individuos com atividade inflamatéria daqueles

em remissao da doenca.

Por fim, a literatura mais recente sugere que uma sé dosagem da calprotectina
fecal ndo é o suficiente para determinar se um paciente com doenca inflamatéria
intestinal se encontra ou ndo em atividade inflamatéria ( De Vos et al, 2013). O ideal
seria dosar esse marcador fecal mais de uma vez durante o acompanhamento e
tratamento dos doentes. Em 2013, um estudo belga avaliou o uso da calprotectina fecal
no acompanhamento de pacientes com retocolite ulcerativa em uso de infliximabe (De
Vos et al, 2013). No referido estudo, o resultado de duas dosagens consecutivas da
calprotectina fecal, com valores superiores a 300ug/g, mostrou-se mais sensivel que

uma Unica dosagem para predizer um surto da doenca (De Vos et al, 2013).
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6 — Conclusao
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6- Concluséao:

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que:

- A calprotectina fecal tem moderada correlacdo com a cicatrizacdo da mucosa
intestinal, avaliada por meio do escore endoscopico simplificado da doenca
de Crohn.

- A nota de corte para a calprotectina fecal acima de 236,5 ug/g é preditora de

atividade endoscopica na doencga de Crohn.
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7- Anexos
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Anexo 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido/ Anexo 2 — Parecer do comité

de Etica em Pesquisa da ISCMSP:

Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de Sdo Paulo

Departamento de Medicina

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do projeto: “Avaliacdo da calprotectina fecal como marcador de
cicatrizacdo da mucosa intestinal em pacientes com doenca de Crohn, durante

tratamento de manuteng¢ao com Infliximabe”.

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo sobre a avaliacdo da
calprotectina fecal como marcador de cicatrizacdo da mucosa intestinal em pacientes
com doenga inflamatoria intestinal, em uso de Infliximabe. Este estudo tem como
objetivo avaliar a eficacia de um método diagndstico ndo invasivo para determinar a
presenca de atividade inflamatéria na doenca de Crohn. Dessa forma, a pesquisa da
calprotectina fecal poderia ser usada como op¢ao a colonoscopia, no acompanhamento
médico de tais pacientes.

A doenca inflamatoria intestinal é representada pela doenca de Crohn e pela
retocolite ulcerativa, e € caracterizada por uma inflamacéo crbnica do intestino, com
periodos de melhora e piora clinica, podendo apresentar sinais e sintomas em outros
orgaos também. Geralmente manifesta-se com episédios de diarréia, as vezes com
sangue e muco, e dor abdominal. Sua causa é desconhecida, entretanto fatores de

defesa do organismo, genéticos e ambientais podem estar envolvidos.

O Infliximabe faz parte de uma classe de medicagbes muito utilizada nos dias de

hoje no tratamento da doencga de Crohn e retocolite ulcerativa. Sendo a cicatrizacdo da
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mucosa intestinal o objetivo desse tratamento, uma vez que a mesma altera o curso
natural dessas doencas, melhorando a qualidade de vida dos pacientes e diminuindo o
risco de complicacdes. A calprotectina fecal € uma proteina pesquisada nas fezes que
esta associada com o grau de cicatrizacdo da mucosa intestinal, e queremos compara-
la com a colonoscopia. Dessa forma, se for observada sua eficacia, poderemos
diminuir o nimero de colonoscopias realizadas nos pacientes com doenca inflamatoria
intestinal, durante seu acompanhamento ambulatorial, exames esses, mais caros e

invasivos.

O estudo seré realizado no ambulatério especializado em doencas inflamatérias
intestinais da Clinica de Gastroenterologia do Departamento de Medicina da Irmandade
da Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo, e no servico de colonoscopia da
Coloproctologia da mesma instituicdo. Os pacientes receberdo frascos para coleta
domiciliar de amostra de fezes, as quais serdo submetidas a pesquisa da calprotectina
fecal no Laboratorio Central e serdo submetidos a um exame de ileocolonoscopia a ser
realizado por um médico do servico de Coloproctologia, exame esse ja realizado de

rotina no acompanhamento ambulatorial.

Todos os dados coletados serdo mantidos em sigilo e vocé podera futuramente
ter acesso aos mesmos através de sua consulta ambulatorial, tornando-se publico os
resultados da pesquisa. A sua participacdo neste estudo ndo € obrigatéria, e vocé
podera retirar-se do mesmo a qualquer momento, sem prejuizo ao seu atendimento no
hospital e ambulatério. Vocé podera nao participar, recusando-se verbalmente e ndo

assinando o termo de consentimento livre e esclarecido.

Caso tenha alguma duvida, entrar em contato com Dra. Maria Luiza Queiroz,
CRM 117749, no enderecgo: Rua Dr Ceséario Mota Jr 112, Vila Buarque — Santa Casa
de Sao Paulo, nas quartas feiras, no Ambulatorio de Doengas Inflamatérias Intestinais
da Clinica de Gastroenterologia da ISCMSP ( Prédio dos Ambulatérios Conde de Lara,
primeiro andar), das 08:00 as 12:00 hs, ou pelo telefone (11) 996005342.
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Consentimento:

Acredito ter recebido todas as informacdes necessarias sobre o estudo acima

citado, as quais li ou foram lidas para mim.

Eu discuti com a Dra Maria Luiza Queiroz sobre a minha decisdo de participar
desse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Entendi também que a minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso ao tratamento
hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar desta pesquisa
e poderei retirar 0 meu consentimento a qualguer momento antes ou durante a mesma,

sem penalidades ou prejuizo do meu atendimento nesta instituicao.

Séao Paulo, / [/

Nome do Paciente Assinatura do Paciente

Nome do Pesquisador Assinatura do Pesquisador
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IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE S PAULO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
Rua Santa Isabel, 305 4° Santa Cecilia CEP 01221-010 Sao Paulo — SP.
Tel.: (11) 2176-7689 Fax: (11) 2176-7688 E-mail: eticamedbernadete@santacasasp.org.br

S&o Paulo, 11 de outubro de 2011.

Projeto n©222/11
Informe este nlimero para
identificar seu projeto no CEP

IImo.(a).5r. (a).
Dra. Maria Luiza Queiroz de Miranda

Departamento de Medicina

O Comité de Etica e Pesquisa da ISCMSP, em reunido ordindria, dia 31/08/11 e no
cumprimento de suas atribuicdes, apos revisdo do seu projeto de pesquisa: “Avaliacao
da calprotectina fecal como marcador de cicatrizagdo da mucosa intestinal em
pacientes com doenc¢a inflamatoria intestinal, durante tratamento de
manutencdo com infliximabe” emitiu parecer inicial em pendéncia e nesta data

enquadrando-o na seguinte categoria:

Aprovado (inclusive TCLE);

Com pendéncias ha modificacdes ou informacdes relevantes a serem
atendida em 60 dias, (enviar as alteragdes em duas copias);

|:l Retirado, (por ndo ser reapresentado no prazo determinado);

l:’ Ndo aprovado: e

D Aprovado (inclusive Termo de Consentimento Livre e Esclarecido) e encaminhado
para apreciacao da Comissao Nacional de Etica em Pesquisa — MS -CONEP, a
qual devera emitir parecer no prazo de 60 dias. Informamos, outrossim, que,
segundo os termos da Resolucao 196/96 do Ministério da Saude a pesquisa s6 poderd ser
iniciada apds o recebimento do parecer de aprovacao da CONEP.

' Pt Helena Vianeio Richizenhan
“*)I idente do CEP-SC

Prof. Dr. Nelson Keiske Ono
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa
ISCMSP
Conforme a Resolucdo 196/96, o relatério parcial deve ser apresentado de forma detalhada ao CEP,
inicialmente em 11/04/2012 e a cada seis meses. Conforme oficio circular 0226/CONEP/CNS, datado de 29-

10-2010, a suspensdo de estudo e relatério final deverdo ser apresentados conforme modelo elaborado pela

CONEP. Impressos disponiveis em nosso site: www.santacasasp.org.br

asc
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Nome Registro Idade Sexo Local D¢ Temp Ifx EESDC Calprotec Atividade
M.M.G.S. 1098106 36 anos 2 3 4 anos 7 616 1
J.A 1109852 46 anos 1 1 3 anos 16 929 1
W.A.O. 948259 41 anos 1 2 6 anos 1 49 0
C.F.U 921557 26 anos 2 1 3 anos 1 461 0
J.C.D.CS. 707049 35 anos 1 3 1 anos 8 927 1
F.P.B.S. 575987 48 anos 2 2 6 anos 0 798 0
M.S.Z.A. 742999 46 anos 2 3 2 anos 22 775 1
E.C. 269467 59 anos 2 1 2 anos 4 272 1
R.F.A.C. 1066595 44 anos 2 2 6 anos 2 140 0
F.S.M. 796060 35 anos 2 2 4 anos 7 787 1
D.ALL. 1119842 59 anos 2 3 4 anos 2 30 0
M.A.L. 566796 57 anos 2 2 6 anos 2 36 0
V.P.S. 1025063 44 anos 1 2 5 anos 17 507 1
A.P.S. 1006099 42 anos 1 2 4 anos 5 906 1
R.R.S.N. 1092064 27 anos 1 3 5 anos 4 444 1
M.S.O. 1036097 61 anos 2 1 3 anos 0 551 0
R.C.O.S. 1010653 23 anos 1 3 5 anos 9 832 1
M.I.LP 742236 49 anos 2 2 4 anos 0 133 0
M.L.T 1047371 57 anos 2 3 4 anos 4 205 1

Fonte: Departamento de Medicina da ISCMSP.



Legendas do banco de dados:

Sexo: 1 — Masculino, 2 — Feminino
Local da doenga: 1 — ileo terminal, 2 — Colon, 3 — ileo + Célon

Atividade de doenca: 0 — N&o, 1 — Sim.
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9 — Resumo:

Avaliacdo da calprotectina fecal como marcador de atividade inflamatéria em pacientes

com doenca de Crohn, durante tratamento de manutencdo com infliximabe.

Palavras chave: doenca de Crohn/terapia, doengas inflamatorias intestinais, marcadores biol6gicos,

anticorpos monoclonais.

A cicatrizacdo da mucosa intestinal é considerada o principal objetivo do tratamento de
pacientes com doenca de Crohn. Estudos recentes mostram que a calprotectina fecal
possui uma boa correlacdo com a atividade endoscopica da doenca, inclusive em
pacientes em uso de terapia bioldgica. Foram selecionados 19 pacientes com doenca
de Crohn e em tratamento com o infliximabe. Os resultados de seus exames de
ileocolonoscopia (graduados pelo escore endoscépico simples da doenca de Crohn)
foram comparados com a dosagem da calprotectina fecal em suas fezes. Foi
encontrada uma correlacdo moderada (coeficiente de 0,507 e 0,522 nas correlagdes de
Pearson e Spearman, respectivamente) entre o EESDC e a calprotectina fecal, com
significancia estatistica (p< 0,05). A nota de corte encontrada para a calprotectina por
meio de uma curva ROC foi de 236,5 pug/g, com uma sensibilidade de 90,9% e uma
especificidade de 62,5%. Com base nos resultados obtidos, concluimos que a
calprotectina fecal € capaz de predizer atividade endoscopica da doenca de Crohn,

com uma nota de corte de 236,5 ug/g.
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10 — Abstract:

Evaluation of fecal calprotectin as a marker of inflammatory activity in patients with

Crohn's disease, during maintenance treatment with infliximab.

Key words : Crohn's disease / therapy , inflammatory bowel diseases , biological markers , monoclonal

antibodies .

The healing of the intestinal mucosa is considered the main goal of treatment of patients
with Crohn's disease. Recent studies show that fecal calprotectin has a good correlation
with endoscopic activity of the disease, even in patients on biologic therapy. We
selected 19 patients with Crohn's disease, who were receiving treatment with infliximab.
The results of their ileocolonoscopies (graded by simple endoscopic score for Crohn's
disease: SES - CD) were compared with the measurement of fecal calprotectin in feces.
There was a moderate correlation (coefficient of 0,507 and 0,522 in Pearson and
Spearman tests, respectively) between SES - CD and fecal calprotectin, with statistical
significance (p < 0,05). The cut off found for calprotectin by an ROC curve was 236,5
Hg/g , with a sensitivity of 90,9% and a specificity of 62,5%. Based on these results, we
concluded that fecal calprotectin is predictive of endoscopic activity in Crohn's disease,

with a cut off of 236,5 ug/g.





