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Papel da calprotectina fecal como marcador de doenca
inflamatéoria intestinal numa populacao de doentes com

espondilite anquilosante

Fecal calprotectin's role as marker of inflamatory bowel
disease in an ankylosing sponaylitis’ population
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RESUMO

Introducao: A associacao entre espondilite anquilosante (EA)
e doenca inflamatoéria intestinal (DIl) € conhecida: 7-12% da
populacao com EA recebera o diagnéstico de DII.

Objetivo: Avaliagao da calprotectina fecal (CF) como marcador
de inflamacao intestinal numa populagao de doentes com EA.
Métodos: Doentes com EA foram recrutados a partir da
consulta de fisiatria. Foram registados dados demograficos,
clinicos, farmacolégicos, efetuadas colheitas de sangue, de
fezes e ileocolonoscopia com biépsias. Pacientes com ileos-
copia anormal e FC > 50 mg/kg foram propostos a realizar
enterografia por tomografia (TC).

Resultados: Vinte-dois doentes completaram o estudo: 31,8%
apresentavam dor abdominal frequente; 50% estavam sob
AINEs; 45,4% sob imunossupressor; 27,3% tinham FC>50
mg/Kg. Nem a toma de AINEs nem de imunossupressores
mostraram associagao estatistica com o valor de CF. 28,6%
tinham lesées endoscoépicas, 54,5% achados inflamatérios no
exame histopatolégico. Dois em nove tinham lesoes ileais na
TC (22%). A elevagao da CF mostrou boa especificidade (=80%)
e valor preditivo negativo (=70,6%) para lesoes endoscépicas.
Conclusoes: A CF € um teste especifico para o diagnéstico de
inflamacao intestinal nesta populacao e pode tornar-se uma
ferramenta Util para evitar o uso de exames endoscépicos
invasivo s em doentes com valores normais de CF.

INTRODUCAO
A espondilite anquilosante (EA) e a doenca infla-
matoria intestinal (DII) sio doencas inflamatorias
cronicas, com espectros clinicos distintos, relativa-
mente bem definidos e de etiologia nao esclarecida."*

E frequente observar-se algum grau de inflamacao
intestinal assintomatica em 50-60% dos doentes com
EA, mas apenas 7-12% dos pacientes com EA serdo
diagnosticados com DII; por outro lado, a prevaléncia
de EA na DII é de 4-20%.%>°

Um estudo populacional Britanico mostrou que
no momento do diagnédstico de EA 3,7% dos doentes
apresentavam DII simultaneamente; com incidéncia

ABSTRACT

Background: The association between ankylosing spondylitis
(AS) and inflammatory bowel disease (IBD) is well known: 7-12%
of patients with AS will be diagnosed with IBD.

Aim: Fecal calprotectin (FC) evaluation as marker of bowel
inflammation in an AS population.

Methods: AS patients were recruited from physiatry consultation.
Demographic, clinical and pharmacological history data were
collected. Blood, stool tests and ileocolonoscopy with biopsies
were done. Patients with abnormal ileoscopy and FC> 50 mg/
Kg were proposed to do a tomographic enterography.

Results: Twenty-two patients completed the study: 31,8% of pa-
tients had frequent abdominal pain; 50% were receiving NSAIDs;
45,4% immunosuppressant; 27.3% had FC > 50 mg/kg. Neither
NSAIDs nor immunossupressants showed statistical association
with FC. 28,6% had endoscopic lesions, 54,5% inflammatory
lesions in the histopathological exam. Two in nine patients had
TC ileal lesions (22%). FC elevation has good specificity (=80%)
and negative predictive value (=70,6%) for endoscopic lesions.
Conclusions: FC is a specific test for the diagnosis of intestinal
inflammation in this population and may appear as a useful
tool to avoid the use of invasive endoscopic examinations in
patients with normal FC values.

de DII de 2,4/1000 pessoas-ano, incidéncia cumu-
lativa aos 20 anos de 7,5% e hazzard ratio ajustado
de 3,3 para diagnostico de DII na EA.! Uma revisao
sistemadtica de Stolwijk et al. sobre 0 mesmo tema
mostrou prevaléncia agrupada de DIl na EA de 6,8%.”

Embora se tratem de patologias manifestamente
diferentes, elas parecem manter um tronco comum.
Ambas apresentam um componente genético impor-
tante. Adicionalmente, é cada vez mais conhecida a
complexa relacao entre o microbioma intestinal e a
regulacao imunolégica do hospedeiro, verificando-
-se padrdes de microbiota semelhantes na DII e
EA.® Contudo, a desregulacao da mucosa parece
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M QUADRO 1
Caracteristicas dos participantes

Caracteristica Média + DP
Idade (anos) 52,5+ 11
Periodo de seguimento por EA (anos) 17+11

Frequéncia relativa (%) e absoluta

Género masculino 54,5 (n=12)
Dor abdominal (> 1 vez/semana) 31,8 (n=7)
Apendicectomia prévia 13,6 (n=3)
Tabagismo (atual ou passado) 22,7 (n=5)
Consumo de élcool 50 (n=11)

Consumo de AINEs

50% (n=11)

Consumo IBPs

50% (n=11)

Medicagao imunossupressora 45,4 (n=10)
Antecedente de Uveites 31,8 (n=7)
Antecedente de Psoriase 27,3 (n=6)

Abreviaturas: AINEs - anti-inflamatdrios ndo esteroides; DP - desvio padrdo; EA - espondilite anquilosante; IBP - inibidores da bomba de protdes.

ser a via através da qual, a carga genética assume
o seu potencial quando confrontada com fatores
ambientais predisponentes, existindo teorias de mi-
metismo antigénico entre os antigénios bacterianos
intestinais e antigénios da articulacdo, com reacdo
imunologica cruzada disfuncional.’ Estes mecanis-
mos imunoldgicos similares sdo comprovados pela
elevada concentracao de anticorpos séricos como os
anticorpos anti-Saccharomyces cerevesiae (ASCA),
anti-citoplasma de neutrofilos (p-ANCA), associados
com actividade anti-Pseudomonas (anti-12), anti-
-porina C da membrana externa da Eschericia coli
(anti-OmpC) e anti-flagelina (anti-CBirl), caracte-
risticos da DII, em coortes de doentes com EA 2101112

Os sintomas abdominais sao frequentes na popu-
lacdo em geral e particularmente nos doentes com
EA, muitas vezes medicados com anti-inflamatérios
nio esteroides (AINEs). Habitualmente o estudo des-
tes doentes passa por um estudo analitico. Parame-
tros inflamatorios séricos como a proteina C reativa

(PCR) e a velocidade de sedimentacao (VS) conti-
nuam a ser amplamente utilizados como marcadores
séricos na DII, sao contudo inespecificos, sobretudo
em doentes com patologia autoimune conhecida.
Assim, muitas vezes estes doentes necessitam de ser
submetidos a estudo endoscopico para exclusao de
lesdes da mucosa, com todos os inconvenientes e
desconforto que esse estudo acarreta.

Neste sentido vdrios marcadores séricos, urina-
rios e fecais tém sido estudados no ambito da DII.
A calprotectina fecal (CF) é um dos marcadores
mais bem estudados e com papel comprovado neste
contexto. Trata-se de uma proteina maioritariamente
derivada dos neutrofilos mas também de macrofagos
e células epiteliais, que funciona como marcador fe-
cal nao invasivo de inflamacéo intestinal. Apresenta
elevada sensibilidade e especificidade para identificar
individuos sintomaticos que necessitam de estudos
mais invasivos (nomeadamente ileocolonoscopia),
para monitorizar a evolucao dos doentes, a resposta
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M QUADRO 2
Resultados analiticos dos doentes

ARTIGO ORIGINAL

Parametro Média ou mediana + DP ou AIQ
Hemoglobina (x 10°) 142+19

Leucdcitos (x 10°) 62+19

Neutrdfilos (x 10°) 3,7(AIQ 1,7)

Plaquetas 217 000 (AIQ 81 000)

VS (mm) 7(NQ9)

PCR ultrassensivel (mg/dL)

0,46 (AIQ 1,36)

CF (mg/Kg)

19,5 (AIQ 89,8)

Abreviaturas: AlQ - amplitude inter-quartilitica; CF - calprotectina fecal; DP - desvio padrdo; PCR - proteina C reactiva; VS - velocidade de sedimentagao.

a terapéutica, avaliar recorréncia pos-cirurgica, apre-
sentando boa correlacao com indices endoscopicos
e histologicos.”'* Embora o exame gold-standard
para diagnostico de DII seja a ileocolonoscopia total
com biopsias, a CF ¢ um teste mais comodo e bem-
-tolerado, que parece permitir selecionar doentes que
necessitam de estudo adicional para exclusao de DII.

Um estudo piloto mostrou niveis de CF elevados
(> 50 mg/kg, normais se < 50 mg/kg) em 41% dos
pacientes com EA’; realcando uma possivel nova
aplicacao da CF na selecao de doentes que poderao
beneficiar de estudos mais invasivos.

O objetivo do nosso trabalho foi avaliar o papel da
CF como marcador nao invasivo de DI numa popu-
lacdo de doentes com EA e estabelecer a acuidade da
CF (cut-off 50 mg/kg e 200 mg/kg) para o diagnostico
endoscopico e histologico de inflamacao intestinal.

MATERIAL E METODOS
Selecao de doentes
Estudo cross-seccional, piloto, unicéntrico, em que se
procedeu a recrutamento consecutivo de pacientes
com diagnostico de EA seguidos em consulta externa
de Fisiatria. Todos os pacientes eram adultos (=18
anos), capazes de fornecer o consentimento infor-
mado por escrito e cumpriam os critérios de Nova
lIorque modificados para o diagnostico de EA."
Pacientes com diagnostico prévio de DII foram
excluidos do estudo.
O estudo foi aprovado pela comissao de ética do
hospital.

Colheita de dados e exames complementares
Os dados demograficos, clinicos e farmacologicos
foram colhidos durante entrevista médica. Os doen-
tes foram convidados a participarem no estudo apos
explicacdo do proposito do mesmo. Foi entregue e
assinado o consentimento informado. Foi dado ao
doente frasco para recolha de fezes, explicado o mé-
todo de recolha das mesmas e dadas recomendacoes,
nomeadamente, em relacao a toma de AINEs, que
deveria ser suspensa por um periodo minimo de duas
semanas antes da recolha da amostra.' Durante a
mesma marcacao foi realizado exame fisico. Efetuado
agendamento através de contacto telefonico para
analises ao sangue, entrega da amostra de fezes para
mensuracdo da calprotectina fecal e realizacao de
ileocolonoscopia sob anestesia com bidpsias aleato-
rias por segmentos (ileon, cego e colon ascendente,
colon transverso, colon descendente, colon sigmoide
ereto). A limpeza intestinal foi avaliada pelo médico
que realizou o exame endoscopico como adequada
ou inadequada. O exame histopatologico avaliou a
presenca de alteracdo arquitetural das vilosidades e
das criptas, do epitélio, presenca de infiltrado infla-
matorio, envolvimento da muscular da mucosa e
da submucosa, presenca de erosao ou ulceracio da
mucosa. Um tnico anatomopatologista experiente
definiu se se encontravam presentes alteracoes infla-
matorias ileocolicas cronicas. As lesdes encontradas
durante os exames foram submetidas a terapéutica
adequada, segundo as recomendacoes atuais. To-
dos participantes foram contactados por telefone
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I QUADRO 3
S, E, VPP e VPN da CF no diagnéstico de lesoes endoscépicas
S (%) E (%) VPP (%) VPN (%)
CF>50 mg/kg 28,6 80 60 70,6
CF>200 mg/kg 14,3 93,3 50 70
B QUADRO 4
S, E, VPP e VPN da CF no diagnostico de lesoes histopatologicas
S (%) E (%) VPP (%) VPN (%)
CF>50 mg/kg 16,7 70 40 41,2
CF>200 mg/kg 83 90 50 45

Abreviaturas: CF - calprotectina fecal; E - especificidade; S - sensibilidade; VPP - valor preditivo positivo; VPN - valor preditivo negativo.

e informados acerca dos resultados dos exames.
Aqueles com elevacao da CF (> 50 mg/dL) ou lesoes
na ileocolonoscopia (ulcero-erosivas ou polipos)
foram convocados para consulta externa de Gas-
trenterologia. Aos pacientes com CF > 50 mg/kg ou
aqueles com lesdes ulceroerosivas ileais foi proposta
realizacao de estudo adicional por enterografia por
Tomografia Computadorizada (TC). Os individuos
com alteracoes na TC mantiveram seguimento em
consulta de Gastrenterologia e foram orientados de
acordo com a clinica e achados dos exames comple-
mentares de diagnostico.

Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com recurso ao
programa Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS), versao 22. As variaveis continuas foram
apresentadas através da média e desvio padrao (DP)
ou mediana e amplitude interquartilica (AIQ), de
acordo com a normalidade da distribuicido da va-
riavel. As variaveis categoricas foram descritas pelas
frequéncias relativas e absolutas. A sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo e negativo
da CF em predizer a inflamacao endoscopica e
histologica foi calculada com recurso a crosstabs.
A correlacdo entre variaveis continuas foi efetuada
através dos indices de correlacao de Spearman. A
associacao entre variaveis categoricas foi calculada
com recurso ao teste qui-quadrado ou teste de Fisher,
quando apropriado. Para todos os testes p < 0,05 foi
indicador de significado estatistico.

RESULTADOS

Trinta e seis individuos foram inicialmente avaliados
e foi-lhes proposta a participacao no estudo. Catorze
doentes abandonaram o estudo: 11 por desisténcia/
indisponibilidade para realizarem os exames com-
plementares ou nao estarem contactaveis durante
o agendamento dos mesmos; 4 por apresentarem
contraindicacio relevante para anestesia e 1 por ter
realizado colonoscopia sem possibilidade de intuba-
caoileal. Vinte e dois completaram o seguimento. As
caracteristicas demograficas, clinicas e antecedentes
farmacologicos dos participantes (Quadro 1). Ne-
nhum dos doentes apresentava diarreia, muco- ou
retorragias, perda ponderal ou massa abdominal.
Apenas um paciente apresentava historia familiar
de doenca inflamatoria intestinal. Dos doentes sob
imunossupressao (n = 10), 4 estavam sob monote-
rapia com terapéutica biologica, 5 com Metotrexato
e 1 com terapéutica combinada.

Os resultados analiticos séricos dos doentes (Qua-
dro 2). 22,7% dos doentes (n = 5) apresentavam va-
lores de CF =50 mg/kg (média 103,6 mg/kg) 9,1%
(n=2) CF 2200 mg/kg; 36,4% dos doentes com CF
=50 mg/kg estavam medicados com AINEs de forma
cronica. Nao se verificou associacdo estatistica entre a
toma de AINEs ou imunossupressao e valores de CF
=50 mg/kg (p=0,348 e p = 0,48, respetivamente) ou
=200 mg/kg (p = 0,78 e p = 0,48, respetivamente).

Nao se verificou correlacao com significado esta-
tistico entre os valores de Leucdcitos, Neutrofilos, VS
e PCRe os valores de CF (p=0,71;0,68; 0,88 ¢ 0,22
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respetivamente). Observou-se correlacao negativa,
estatisticamente significativa, fraca, entre o valor
de hemoglobina e o da CF (r = -0,54, p = 0,009) e
correlacdo positiva, estatisticamente significativa e
fraca entre o valor das plaquetas e o da CF (r=0,52,
p=0,013).

Todos os doentes apresentaram limpeza intestinal
adequada para observacao satisfatoria da mucosa.
Sete doentes (31,8%) apresentaram lesoes ulceroero-
sivas na ileocolonoscopia. O exame histopatologico
revelou alteracdes inflamatorias em 54,5% (n = 12)
dos doentes. Nao se verificou associacdo com signi-
ficado estatistico entre os achados endoscopicos e a
CF250mg/dL (p=0,5), bem como entre os achados
histologicos e valores de CF =50 mg/dL (p = 0,39).
Os valores de sensibilidade (S), especificidade (E),
valor preditivo positivo (VPP) e negativo (VPN) da
CF (cut-off de 50 e 200 mg/dL) foram calculados para
o diagnostico de lesdes endoscopicas e histopatolo-
gicas (Quadro 3 e 4).

Dez pacientes foram propostos para enterografia
por TC: 6 pora CF =50 mg/dL, 3 por lesdes ulceroe-
rosivas ileais e 1 por ambas; 9 realizaram o exame,
1 perdeu seguimento. Dois doentes (22%) tinham
lesoes ileais — espessamento do ileon terminal.

DISCUSSAO

No nosso estudo reportamos uma populaciao de
doentes com EA sem sintomas ou sinais sugestivos
de DII, excepto queixas de dor abdominal de in-
tensidade e frequéncia variavel mas relativamente
prevalentes neste grupo de doentes. Os valores de
CF desta populacéo foram relativamente mais baixos
que em estudos prévios,’ mas apresentaram uma
distribuicdo ndo normal, com uma elevada AIQ.
Verificou-se correlacao com significado estatistico
entre o valor da CF e o da hemoglobina (negativa)
e o das plaquetas séricas (positiva), correlacao que
embora fraca, podera traduzir valores menores de he-
moglobina, por um lado, e trombocitose, por outro,
durante o processos inflamatorios. Nao se observou
correlacdo entre a CF e os leucdcitos, neutréfilos,
PCR e VS. Embora derivada maioritariamente do ci-
toplasma dos neutrofilos, a CF nao tem demonstrado
uma boa correlacao com o valor de globulos brancos
séricos, com a PCR ou a VS.">!'” Tratando-se de mar-
cadores inespecificos de inflamacao estes poderao
estar alterados apenas pela doenca de base do doente
ou pela terapéutica em curso, nomeadamente pela

terapéutica imunossupressora. De facto, verificou-
-se um elevado numero de doentes sob terapéutica
cronica com AINEs e/ou terapéutica bioldgica ou
imunossupressora cldssica. Comparativamente ao
estudo de Matzkies et al.3, valores mais baixos de CF
no presente estudo podem estar relacionados com a
importancia dada a suspensao da medicacao cronica
com AINEs por, pelo menos, 2 semanas (versus 2
dias); por outro lado, foram incluidos no estudo
doentes sob terapéutica biologica e sob imunossu-
pressao, o que podera ter contribuido para o perfil
de valores de CF mais reduzidos no nosso trabalho.
Nao se verificou, contudo, associacao com signifi-
cado estatistico entre os valores de CF e a utilizacao
prévia de AINEs ou imunossupressores.

Embora a CF nao constitua um bom método de
rastreio de DII na nossa populacio pela sua baixa
sensibilidade, ela apresenta elevada especificidade
para o diagnostico inflamacéo intestinal macro- e
microscopica na ileocolonoscopia. Assim, o dosea-
mento da CF é uma ferramenta que se associa a baixo
numero de falsos negativos, permitindo tranquilizar
os doentes em que o seu valor é normal e assim re-
duzir o numero de exames endoscopicos realizados
neste contexto.

Como ja amplamente estudado em relacao a
sindrome de intestino irritavel a CF parece predizer
a auséncia de doenca organica quando em valores
normais.'®"

Recentemente a relacdo entre a EA e a DII tem
sido alvo de varios estudos (1-12). O aumento da
permeabilidade e inflamacao intestinal tém sido ob-
servados em doentes com EA, variando a frequéncia
com que esta inflamacao é reportada de acordo com
o método utilizado para a sua avaliacido.? Métodos
invasivos como a ileocolonoscopia com bidpsias
demonstraram inflamac¢ao macroscopica e microsco-
pica em 25-60% destes doentes, enquanto métodos
nao invasivos se associam a inflamacéo comprovada
em 5-10% dos casos.?

O nosso estudo visa preencher uma lacuna na
avaliacao do papel de métodos nao invasivos na abor-
dagem destes doentes e na determinacio da preva-
léncia da inflamacéo intestinal macro e microscopica.

Este estudo apresenta limitacoes: o tamanho
pequeno da amostra, a possivel influéncia da tera-
péutica que os doentes mantinham em curso sobre
os resultados dos exames complementares (quer os
AINEs, quer os imunossupressores) e a mensuracao
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tnica da CE Novos estudos prospetivos, contro-
lados, com maior numero de doentes, deveriao
ser desenvolvidos a fim de definir o papel dos
marcadores nao invasivos de DII neste subgrupo
de doentes.

CONCLUSAO

A CF éum teste especifico para o diagnostico de
inflamacao intestinal na populacido em estudo e
pode tornar-se uma ferramenta ttil para evitar
0 uso de exames endoscopicos invasivos em
doentes com valores baixos de CE Estudos lon-
gitudinais e controlados serao necessarios para
determinar o seu valor preditivo negativo mas
sobretudo o seu papel na identificacao de doen-
tes com inflamacéo intestinal subclinica e em
maior risco de desenvolver DII sintomatica. W
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