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Resumo

Introdugdo: A mucosa intestinal inflamada contém um grande nlimero de neutrdfilos e proteinas fecais derivadas dessas células,
como a alfa-1-antitripsina, calprotectina, lactoferrina, elastase de polimorfonucleares, lisozima, entre outras moléculas, que sdo
marcadas e estudadas como indicadores de inflamacédo do trato gastrointestinal. Objetivo: Mostrar as evidéncias cientificas rela-
cionadas aos biomarcadores inflamatdrios fecais utilizados na pratica médica, para avaliagdo da atividade doenga ¢ diagnostico
das doengas inflamatorias intestinais. Material e Métodos: Foram avaliados artigos das bases de dados BVS, SciELO, PubMed e
Science Direct. Os descritores utilizados nesta revisdo foram “inflammatory bowel disease” AND (“biological markers” OR “fecal
biomarkers”). Foram considerados manuscritos publicados entre 2011 e junho de 2015, disponiveis na integra e publicados em
lingua inglesa. Resultados: Inicialmente foram identificados 184 artigos. A primeira sele¢@o resultou em 44 artigos. A leitura e
analise completas dos artigos resultaram em uma amostra final de 11 manuscritos. Verificou-se que a calprotectina esteve presente
em todos os artigos revisados. Apenas um manuscrito avaliou o perfil de atividade da lactoferrina e nenhum artigo foi identificado
que contemplasse os marcadores alfa-1-antitripsina e elastase de polimorfonucleares nas DII. Conclusio: Os achados deste estudo
apresentaram a relagdo significativa dos biomarcadores fecais com o diagnostico das doengas inflamatorias intestinais e o papel
fundamental da calprotectina no estudo, diagndstico e avaliagdo de recorréncia pds-operatoria.

Descritores: Doenga de Crohn; Proctocolite; Diagndstico.

Abstract

Introduction: The inflamed intestinal mucosa contains a large amount of neutrophils and fecal proteins derived from these cells,
such as alpha-1-antitrypsin, calprotectin, lactoferrin, polymorphonuclear elastase, lysozyme, and other molecules that have been
selected and studied as indicators of inflammation gastrointestinal tract. Objective: Show the scientific evidence related to the fe-
cal inflammatory biomarkers used in medical practice for evaluation of the activity and diagnosis of inflammatory bowel disease.
Materials and Methods: We scarched the electronic databases of BVS, SciELO, PubMed, and Science Direct for a period span-
ning 2011 and June 2015. The descriptors used in this review were “inflammatory bowel disease” AND (“biological markers” OR
“fecal biomarkers”). We considered full-text articles in English. Results: Initially, we identified 184 articles. The first selection
resulted in 44 articles. After a complete reading and analysis of the articles, our final sample resulted in 11 articles. The calprotectin
was found in all articles. Only one article evaluated the activity of lactoferrin profile. We did not identify articles documenting
the alpha-1-antitrypsin markers and polymorphonuclear elastase in inflammatory bowel disease. Conclusion: The findings of this
study showed a significant relationship of fecal biomarkers with a diagnostic of inflammatory bowel disease and the fundamental
role of calprotectin in the study, diagnosis, and evaluation of postoperative recurrence.

Descriptors: Crohn Disease; Proctocolitis; Diagnosis.

Introducao

As doengas inflamatorias intestinais (DII) que incluem a doenga ~ 100.000 habitantes por ano para a DC e 2,2 a 19,2 por 100.000
de Crohn (DC) e retocolite ulcerativa (RCU) s3o descritas como  habitantes para RCU. A prevaléncia é de mais de 200 casos por
condigdes cronicas de etiologia multifatorial marcadas por ~ 100.000 habitantes no Ocidente®™.

episddios recorrentes de inflamagdo do trato gastrointestinal®.  Embora haja divergéncias no que diz respeito a incidéncia, sitio
As taxas de incidéncia variam de 3,1 a 20,2 casos novos por  anatdomico de envolvimento, apresentagdo clinica, evolugdo e
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resposta terapéutica, os subtipos DC e RCU compartilham os
mesmos aspectos etiologicos™®™. A incidéncia em ascensdo,
principalmente em paises industrializados ocidentais, indicam
que o surgimento das DII estd relacionado a redu¢do da fre-
quéncia de infeccdes entéricas, decorrente das melhorias nas
condi¢des de higiene e armazenamento de alimentos®. Modelos
experimentais e estudos clinicos propdem que esse surgimento é
resultante da agdo conjunta de fatores ambientais, imunologicos
e genéticos que resultam em alteragdes na integridade da barreira
mucosa intraluminal. O fluxo transepitelial de bactérias entéricas
promove ativagdo da imunidade inata”®.

Os sintomas dos pacientes podem ser indicadores de inflama-
¢do e atividade da doencga, mas sdo subjetivos e, muitas vezes,
influenciados por outros fatores ndo inflamatérios da doenca,
como a fibrose. A combinagao dos sinais e sintomas dos pacien-
tes com DII ¢ utilizada em vérios indices clinicos que foram
criados para avaliar a atividade inflamatoria®®!V. Os marcado-
res laboratoriais classicos de atividade inflamatéria como VHS
(velocidade de hemossedimentagdo), PCR (proteina C reativa),
contagem de plaquetas e leucécitos, hemoglobina, ferro sérico, e
albumina sdo utilizados para o diagndstico de DII?. Geralmente,
na doenga ativa ocorre aumento do nimero de leucécitos, mas o
uso de corticoide, medida terapéutica frequentemente necessaria
nesses casos, pode ser responsavel pelo aumento. Portanto, esses
parametros sdo inespecificos para a DII ativa, o que impossibi-
lita a utilizacdo como marcadores da atividade inflamatoria na
pratica clinica’>%,

A coloscopia com bidpsia € descrita como melhor método para
avaliar a inflamacdo, sua localizagdo, extensdo e gravidade.
Neste cendrio ainda indefinido de real avaliagdo da atividade
inflamatoria, pesquisadores buscam outros marcadores, como
interleucina 6, fator de crescimento endotelial (EGF) e fatores de
coagulacdo que possam estar ligados a inflamagéo intestinal 1319,
De uma maneira geral, os marcadores fecais mostraram ter uma
maior acuracia do que os marcadores séricos. A mucosa intestinal
inflamada contém um grande numero de neutrofilos e proteinas
fecais derivadas dessas células, como a alfa-1-antitripsina, cal-
protectina, lactoferrina, elastase de polimorfonucleares, lisozima,
entre outras moléculas, que sdo marcadas e estudadas como
indicadores de inflamagédo do trato gastrointestinal”.

O presente estudo objetivou mostrar as evidéncias cientificas
relacionadas aos biomarcadores inflamatérios fecais utilizados na
pratica médica para avaliag@o da atividade doenga e diagnostico
das doencas inflamatdérias intestinais.

Material e Métodos

A presente revisdo sistematica foi realizada entre os meses de
maio e junho de 2015. Foram avaliados artigos de diferentes
delineamentos disponiveis nas bases de dados Biblioteca Virtual
em Saude (BVS), Scientific Eletronic Library Online (SciELO),
U.S. National Library of Medicine and the National Institutes
Health (PubMed) e Science Direct. Os descritores utilizados
nesta revisdo foram “inflammatory bowel disease” AND (“bio-
logical markers” OR “fecal biomarkers”), selecionados mediante
consulta ao Medical Subject Headings (MeSH). Utilizando-se as
ferramentas de busca avangada das bases de dados, a pesquisa

dos descritores foi delimitada ao titulo, resumo e palavras-chave.
A identificacdo e sele¢do dos artigos foi realizada, considerando
como critérios de inclusdo artigos que avaliassem a associagao
de marcadores inflamatdrios e doengas inflamatdrias intestinais,
publicados entre 2011 e junho de 2015, disponiveis na integra
e publicados em lingua inglesa. Quando o artigo completo nao
se encontrava disponivel nas bases de dados, realizou-se uma
busca na propria revista em que foi publicado, excluindo-se os
que nao possuiam acesso livre. Além disso, foi construida uma
tabela adaptada do instrumento proposto por Downs & Black®),
estabelecendo os requisitos populacionais e metodoldgicos para
garantir a qualidade dos estudos e definir sua aceitagdo no estudo;
foram excluidos os artigos de revisdo e aqueles originais que
apresentassem temas nao pertinentes aos objetivos propostos.
Os biomarcadores considerados para avaliagdo foram alfa-1-
-antitripsina, elastase de polimorfonucleares, calprotectina e
lactoferrina. Foram incluidos estudos que avaliassem a asso-
ciagdo das doengas inflamatdrias intestinais com um ou mais
desses biomarcadores.

REVISAO INCIAL
(ETAPAT)

}

“inflammatory bowel disease™ AND (“biological
markers” OR “fecal biomarkers™)

r

v v
BVS: 21 | | SGELO: 0 | PubMed: 109 | SD: 54
" Excluidos: 22 —*| Excluidos: 86 * Excluidos: 37
Indisponivel (3) Indisponivel (14) Indisponivel (0)
Revisdo (3) Revisdo (35) Revisio (8)
Outros idiomas (4) Outros idiomas (4) Outros idiomas (7)
Outros focos (8) Outros focos (31) Ountros focos (13)
Resumo (0) Resumo (2) Resumo (9)
Y
ETAPATI(2) ETAPATI(25) ETAPATI(17)
Excluidos: Excluidos: Excluidos:
Animal (1) Animal (4) Animal (3)
Outras doengas (4) Outras doengas (3)
Qutros biomarcadores (7) Outros marcadores (2)
Subtotal: 1 Subtotal: 10 Subtotal: 9
Referéncia dos artigos: | ‘
| REVISAO FINAL (21 artigos elegiveis) |
| 10 artigos excluidos por duplicidade nas bases |

| 11 artigos avaliados |

Figura 1: Fluxograma da sele¢ao dos artigos para inclusdo na
revisdo sistematica.

O processo de selegdo dos estudos ocorreu em trés etapas (Figura
1). Na primeira foi realizada a leitura dos titulos e resumos dos
artigos encontrados. Posteriormente, procedeu-se com a leitura
dos textos de manuscritos disponiveis na integra e, por ultimo,
a identificagdo de possiveis artigos de interesse pela lista de
referéncias. Além disso, artigos presentes em mais de uma das
bases de dados tiveram as duplicatas excluidas.
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Resultados

Foram identificados 184 artigos a partir dos descritores utilizados.
Foram encontrados para avaliacdo, na base de dados BVS, 21
artigos, na PubMed 119 e na Science Direct 54. Nenhum artigo
foi encontrado na base SciELO.

A primeira selecao, baseada na andlise dos titulos e resumos
dos 184 artigos selecionados, resultou em 44 artigos, sendo dois
na BVS, 25 na PubMed e 17 na Science Direct. Apds a leitura
completa dos artigos, 17 foram excluidos por ndo contempla-
rem os requisitos da pesquisa. Um novo artigo foi adicionado,
usando-se a lista de referéncias. Desta forma, 22 estudos foram
considerados elegiveis para analise. Entretanto, 10 artigos foram
excluidos por duplicidade nas bases de dados, resultando em uma
amostra final de 11 artigos.

A Tabela 1 apresenta a descricdo dos artigos selecionados,
segundo o local onde o estudo foi realizado, nimero da amostra
(N), doenca avaliada (DII para doengas inflamatérias intestinas,
DC para Doenga de Crhon, RCU para Retocolite Ulcerativa),
biomarcador analisado no estudo e objetivos. Dos 11 trabalhos
selecionados®??, nenhum foi realizado na América do Sul.

Tabela 1. Caracteristicas dos estudos com associagao entre bio-
marcadores fecais e doengas inflamatérias intestinais, 2011-2015
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os marcadores alfa-1-antitripsina e elastase de polimorfonucle-
ares nas DII. No entanto, outros biomarcadores fecais foram
descritos, como a chitinase 3-like-1 (CHI3L1)", a isoforma M2
do piruvato quinase (M2-PK)?¥, a metaloproteinase da matriz
do tipo 9 (MMP-9) ¢ a beta-defensina humana 2 (HBD-2)@9,

A Tabela 2 exibe os principais resultados e as respectivas conclu-
soes dos autores dos artigos analisados nesta revisao sistematica.

Tabela 2. Principais resultados em ordem cronologica dos
estudos com associagdo entre biomarcadores fecais e doengas

Referéncia Local N° Marcador Objetivos

Aomatsu et Japao 237 CHI3LI' Comparar a CHI3L1 com a CP para ava-

al, 201149 CP! liagdo da gravidade de DII"" na pediatria.

Aomatsu et Japdo 63 CP' Avaliar a precisdo dos ensaio da CP como

al,2011@” um marcador de atividade-doenga das DII.

Sydora et al, Canadda 50 CPY Comparar niveis de CP através do método

2012¢Y padrdo ELISA e Quantum Blue Reader®
em pacientes com DII.

Wang et al,  China 210 CP! Quantificar as concentragdes da CP em

20133 doengas gastrintestinais ¢ determinar o
valor diagnostico.

Burrietal, EUA 41 CpP! Comparar os valores de varias mensura-

201449 ¢des da CP e investigar se esta indicaria a
necessidade de escalonamento terapéutico
na RCU™.

Czubetal, Polénia 116 CPY Comparar o perfil de atividade da CP

20149 M2-PK* e da M2-PK na avaliagdo da gravidade
¢ atividade-doenga na DC™ ¢ RCU em
pacientes pediatricos.

Inoue et al,  Japdo 309 CpY Investigar um método para quantificar a

2014¢9 CP utilizando um ensaio com agregado de
ouro coloidal para avaliar a inflamacéo da
mucosa em DII pediatrica.

Kolho et al, Filandia 110 CPY Comparar os desempenhos da CP, MMP-9

2014¢7 MMP-9% e HBD-2 em pacientes com DII pediatricos.

HBD-2!

Yamamoto Japao 80 CpY Avaliar a CP e lactoferrina na predi¢do de

et al, 2014 Lactoferrina recidivas em RCU.

Theede eral, Dina- 120 CPY Investigar a associac¢do entre o nivel de CP,

2015@ marca a cicatrizagdo da mucosa e atividade da

doenga em pacientes com RCU.

“niimero de individuos; tchitinase 3-like-; isoforma M2 de piruvato-quinase; ‘metalopro-
teinases de matriz 9; lbeta-defensina humana 2; “calprotectina; “"DII (doenga inflamatoria
intestinal) DC (doenga de Crohn) RCU (retocolite ulcerativa).

Todos os artigos revisados apresentaram delineamento de estudo
observacional de carater transversal. No que concerne a popula-
¢do avaliada, observou-se estudos com pacientes pediatricos!"”
20, 24-26) e adultos(21-23, 27-29)'

Em relacdo aos biomarcadores, verificou-se que a calprotectina
esteve presente em todos os artigos revisados!*?%. Apenas um ar-
tigo®” avaliou o perfil de atividade da lactoferrina em associagao
com a RCU e nenhum artigo foi identificado que contemplasse

inflamatorias intestinais, 2011-2015

Referéncia

Aomatsu et
al, 20110

Aomatsu et
al, 201149

Sydora et
al, 2012¢Y

Laboton et
al, 2013

Burri et al,
201409

Czub et al,
20142

Inoue et al,
2014049

Kolho et al,
20 14(27)

Yamamo-
to et al,
201449

Theede et
al,2015®

Resultados principais

Os niveis de CHI3L1" na RCU ativa teve
média de 366,6 ng/g, na DC ativa 632,7 ng/g
e nos controles média de 2,2 pg/g.

O valor de corte de 13,7 pg/g previu lesdes
ativas com sensibilidade de 84,7% e especi-
ficidade de 88,9%.

Concentragdes de CP! significativamente
elevadas foram observadas em pacientes
com atividade endoscopica ativa (mediana
1,562.5 pg/g).

A concentra¢do média de CP no grupo de
pacientes com DII foi significativamente mais
elevada do que a encontrada em pacientes
com sindrome do intestino irritavel e indivi-
duos saudaveis (p = 0,01).

As concentragdes de CP em pacientes com
sindrome do intestino irritavel e individuos
saudaveis eram indistinguiveis.

A predigdo de remissdo endoscopica usando
o ensaio FC-QPOCT (teste rapido) cut-off
de 272 pg/g e de 274 pg/g por FC-ELISA.
Todos os pacientes com ulceras (n = 68)
tiveram valores de CP > 250 pg/g.

Os niveis de CP correlacionaram melhor
com a atividade endoscopica na localizagido
ileocolonica e pacientes que apresentaram
atividade endoscopica tinha um nivel de CP
superior a 272 ng/g.

Niveis de CP foram maiores em doenga ativa
(779,0 ng/g ) que inativa (331,5 pg/g).

O teste da CP identificou mais pacientes com
a atividade da doenca endoscopica (86,4%)
do que o indice de atividade padrio (45,5%,
P=0,034).

A concentragao mais elevada da M2-PK+ foi
de 1849 U/g e de CP foi de 556 pg/ml, ambas
em casos de RCU grave.

Na DC as maiores concentragdes de M2-PK
e de CP foram de 770,4 U/g e 456 pg/ml,
respectivamente.

Niveis de CP, determinados pelo ensaio
com agregado de ouro coloidal, estiveram
fortemente correlacionados com o resultado
endoscopico para a RCU (r = 0,70, P <0,01)
e CD (r=0,58, P<0,01).

Dentre os marcadores fecais estudados, a CP
apresentou melhor desempenho.

Para MMP-9%, a 4rea sob a curva foi de 0,837
(intervalo de confianga de 95%, 0,766-0,909).
AHBD-2% néo possibilitou a categorizagdo de
qualquer um dos grupos estudados.

Os niveis de CP e lactoferrina foram signifi-
cativamente mais elevados em doentes com
recidiva do que aqueles em remisséo clinica.
Um valor de corte de 170 mg/g para CP teve
uma sensibilidade de 76% e especificidade de
76% para predizer recaida.

Para a lactoferrina um valor de corte de 140
mg/g teve uma sensibilidade de 67% e uma
especificidade de 68%.

Um nivel de corte de CP de 192 mg/kg foi
identificado em pacientes com evidéncia
endoscopica de cicatrizagdo da mucosa.

Um nivel de corte de 171 mg/kg foi identifi-
cado em pacientes com evidéncia histologica
para cicatrizagdo da mucosa.

Conclusdes

A avaliagdo da concentra¢do da
CHI3LI fecal pode ser uma fer-
ramenta (til e alternativa para
predizer a gravidade da atividade
inflamatoria na mucosa nas DII'.

A CP fecal ¢ um marcador (til para
a detecgéo da inflamagdo da muco-
sanas DIl em pacientes pediatricos.

Ensaios de quantificagdo da CP
constitui uma ferramenta util de
diagnostico para distinguir as DII
de outras doengas intestinais.

O ensaio por Quantum Blue Rea-
der® alcanga a mesma precisao de
medicdo da CP através de ELISA.

O estudo demonstrou a acuracia da
CP em predizer a remissdo endos-
copica através de teste quantitativo.
E verificou a capacidade de descri-
minagdo entre diferentes graus de
atividade endoscopica.

Foi evidenciado uma boa corre-
lagao entre o teste rapido (FC-
-QPOCT) e o teste por ELISA.

Alteragdes de valores de CP po-
dem indicar a recidiva clinica
precocemente.

A concentragdo da CP reflete
melhor as condi¢des de gravidade
e de atividade das DII quando
comparada a M2-PK.

O ensaio com ouro coloidal é
um teste simples e rapido, que
apresentou excelente desempenho
para avaliar a inflamagdo da mu-
cosa nas DII.

A CP foi o melhor marcador fecal
em pacientes pediatricos com DII,
mas a MMP-9 apresentou desem-
penho quase comparavel em RCU,
sugerindo aplicabilidade como um
marcador substituto de inflamagao.

A concentragdo da CP constitui um
valor significativo para predizer a
recidiva na RCU.

A CP fecal mostrou uma sensi-
bilidade e especificidade mais
acentuada quando comparada a
lactoferrina fecal.

Niveis de CP aumentam signifi-
cativamente com o aumento da
atividade da doenga endoscopica
e histologica.

“chitinase 3-like-1; tisoforma M2 de piruvato-quinase; ‘metaloproteinases de matriz 9;
Sbeta-defensina humana 2; llcalprotectina; 'DII (doenga inflamatéria intestinal) DC (doenga
de Crohn) RCU (retocolite ulcerativa).
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Discussio

Estudos demonstraram®!” que os indices de proteinas fecais
sdo significativamente maiores em amostras de pacientes com
doenga ativa, quando comparados com doenca inativa, correla-
cionando-os aos indices de atividade CDAI (do inglés Crohn's
Disease Activity Index) para DC e UCALI (do inglés Ulcerative
Colitis Activity Index) para RCU. Na ultima década, quatro
estudos compararam principalmente a calprotectina e a lacto-
ferrina com avaliagdo coloscdpica e histologica na verificagdo
da inflamac@o intestinal em pacientes com DI,

Conforme descrito na Tabela 2, nota-se que a calprotectina foi o
biomarcador mais estudado e apresentou valores significativos
de especificidade e sensibilidade para o diagndstico diferencial
das DII em todos os artigos!®2.

Niveis altos de calprotectina (CP) em pacientes com DII sdo
resultantes do aumento da infiltragdo de neutrofilos na tinica
mucosa intestinal e a transmigracao para o lumen intestinal.
Outras proteinas derivadas de neutrofilos, como elastase, mie-
loperoxidase e lisoenzima parecem ter potencial como marca-
dores de inflamacao gastrointestinal. Contudo, a calprotectina
apresenta vantagem em relag@o as outras, por representar 60%
da proteina do citossol do neutr6filo®3%,

Por meio do ensaio imunoenzimatico, o biomarcador chitinase
3-like-1 (CHI3L1) foi avaliado em experimentos in vitro utili-
zando células epiteliais do célon humano demonstraram que as
citocinas pro-inflamatérias sao potentes indutores da expressao
de CHI3L1". Recentemente, um estudo com modelo experi-
mental de colite em ratos, demonstrou que a CHI3L1 encontra-
-se aumentada em células epiteliais do coléon e em macrofagos
na mucosa inflamada de colite experimental e em pacientes
com DII®®, Outro efeito patologico descrito na literatura ¢ que
a CHI3L1 permite a adesdo e invasdo bacteriana em células
epiteliais do colo®®.

Em um estudo comparativo, avaliou-se o perfil de atividade da
isoforma M2 de piruvato-quinase (M2- PK) e da calprotectina.
A M2-PK ¢ uma enzima citosolica que apos a destruicdo de
leucocitos no trato gastrointestinal, a proteina ¢ liberada para o
transito fecal. Apesar de ambas refletirem o grau de gravidade
da inflamag¢ao da mucosa a calprotectina apresentou resultados
mais satisfatorios®.

Nas DII, também se observa um aumento na expressao de me-
taloproteinases de matriz (MMPs). Em um estudo, a MMP-9
apresentou desempenho comparavel a calprotectina em CU®?,
Na DC, a MMP-9 tem sido associada a danos da mucosa e fistu-
las. Em outro estudo, verificou que as concentragdes de MMP-9
nas fezes de pacientes RCU foram significativamente maiores do
que em individuos saudaveis ou com doenca do intestino irritavel
e estreitamente correlacionadas com avaliagdes endoscopicas®”.
Avaliou-se a expressao da beta-defensina humana 2 (HBD-2),
que apesar de ser descrita como um importante marcador de
inflamagdo do colo néo apresentou resultados significativos®”.
Alactoferrina em pacientes com RCU tem a capacidade induzir
a producado de citocinas pro-inflamatorias e apresenta acdo an-
timicrobiana®. Estudos demonstraram que a lactoferrina tem
habilidade de estimular e promover a proliferacdo de células do
epitélio intestinal®®.

Conclusio

Os achados deste estudo apresentaram a relacdo significativa
dos biomarcadores fecais, principalmente da calprotectina, com
o diagnostico e atividade endoscopica das DII. Como podemos
constatar nos artigos usados nesta revisao, os ensaios quanti-
tativos da calprotectina, tanto na doenga de Crohn quanto na
retocolite ulcerativa, encontram-se consolidados na literatura
cientifica e constituem uma ferramenta viavel para o estudo,
diagnostico e avaliagdo de recorréncia pos-operatoria dessas
doengas.
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