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Lista de Abreviaturas

5-ASA — 5-Aminossalicilatos

ACCA - Anti-Chitobioside Carbohydrate Antibody

AINE — Anti-Inflamatério Nao-Esterdide

ALCA - Anti-Laminaribioside Carbohydrate Antibody
AMCA - Anti-Mannobioside Carbohydrate Antibody
ANCA — Anticorpo anti-citoplasma de neutréfilos
Anti-A4-Fla2 — Anticorpo anti-flagelina bacteriana A4-Fla2
Anti-C — Anticorpo anti-quitina

Anti-CBirl — Anticorpo anti-flagelina bacteriana CBirl
Anti-Fla-X — Anticorpo anti-flagelina bacteriana X

Anti-I2 — Anticorpo anti-sequéncia 12 associada a Pseudomonas flourescens
Anti-L — Anticorpo anti-laminarina

Anti-OmpC — Anticorpo anti-porina C da membrana da Escherichia coli
ARN — Acido Ribonucleico

ASCA — Anticorpo anti-Saccharomyces cerevisiae

CD14 — Cluster de Diferenciacéo 14

CI — Colite Indeterminada

CU — Colite Ulcerosa

DIl — Doengas Inflamatorias Intestinais

DC — Doencga de Crohn

ECP — Proteina Cationica Eosinofilica

ELISA — Ensaio Imunoenzinético

EN-RAGE - Recetor Extracelular para Produtos Finais de Glicosilagdo Avancada
EPX — Proteina X Eosinofilica

GAB — Anticorpo anti-células caliciformes

GP2 - Glicoproteina 2

HMG-1 — Proteina de alta mobilidade do grupo 1

HMG-2 — Proteina de alta mobilidade do grupo 2

IBP — Inibidor da Bomba de Protbes

ICAM — Molécula de adeséo intercelular

IDO1 - Enzima Indolamina 2,3 Dioxigenase-1

IL - Interleucina



LBP — Proteina ligante de lipopolissacarideos

M2-PK — Piruvato-quinase dimérica

PAB — Anticorpo anti-pancreas exécrino

pANCA — Anticorpo anti-citoplasma de neutréfilos com padréo perinuclear
PCR - Proteina C-reativa

PCR-as — Proteina C-reativa de alta sensibilidade

RAGE — Recetor para produtos finais de glicosilacdo avancada

TNF — Fator de Necrose Tumoral

uPa — Ativador do plasminogénio tipo uroquinase

VCAM — Molécula de adesé&o celular vascular

VSE — Velocidade de Sedimentacédo Eritrocitaria



Resumo

A Doenca de Crohn (DC) e a Colite Ulcerosa (CU) sdo as 2 principais
entidades clinicas englobadas nas Doencas Inflamatérias Intestinais crénicas
idiopéticas. A Doenca Inflamatéria Intestinal (DIl) ndo classificavel é o diagnéstico de
exclusao que cobre a zona cinzenta deixada pela incerteza diagnéstica entre a DC e a
CU. O diagnéstico deste grupo de patologias baseia-se atualmente na andlise de
dados clinicos, radiolégicos, laboratoriais, endoscoOpicos e histolégicos mas esta
abordagem apresenta algumas limitacdes, especialmente em casos com presenca
simultdnea de caracteristicas referentes a DC e CU. Marcadores sorolégicos e fecais,
ja presentes na pratica clinica, conseguem fornecer ferramentas quantitativas e
reprodutiveis que complementam a avaliacdo clinica por forma a auxiliarem no
diagnéstico e gestéo das DIl. A Proteina C-reativa tem demonstrado valor na avaliagéo
dos processos inflamatérios, na monitorizacdo da atividade da doenca e na previsédo
da progressdo da doenca. Os marcadores fecais tém sido estudados pela sua
capacidade de identificacdo de pacientes com DII, monitorizagdo da atividade da
doengca e na previsdo de recorréncia. A vigente evidéncia sugere que painéis
sorologicos de multiplos anticorpos poderdo ser Uteis no diagnéstico diferencial dos
subtipos de DIl e valiosos na estratificacdo do risco de complicacdes em funcédo do
fenotipo da doenca. Avancgos na tecnologia de estudos genémicos, metabolémicos e
protedmicos tém facilitado o desenvolvimento de novos biomarcadores para as DIl. A
descoberta de novos biomarcadores e o seu uso em combinacdo com os atualmente
disponiveis na pratica clinica podera melhorar significativamente a avaliagdo dos
pacientes com DIl. Este artigo revé a utilidade e as limitacbes do biomarcadores
atualmente disponiveis e destaca 0s recentes avancos na descoberta de novos
biomarcadores.

Palavras-chave: Doenca Inflamatéria Intestinal, Doenc¢a de Crohn, Colite Ulcerosa,
biomarcador, anticorpos, marcadores fecais, Calprotectina, marcadores sorolégicos,
testes genéticos.



Abstract

Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC) represent the two main forms
of the idiopathic chronic inflammatory bowel diseases (IBD). IBD-unclassified (IBD-U)
is a diagnosis that covers the “grey” zone of diagnostic uncertainty between UC and
CD. Current diagnosis of IBD relies on clinical, endoscopic, radiological, histological
and biochemical features, but this approach has shortcomings, especially in cases of
overlapping symptoms of CD and UC. Currently available blood and stool based
biomarkers can provide reproducible, quantitative tools and complement clinical
assessment in order to aid clinicians in IBD diagnosis and management. C-reactive
protein has been used to assess inflammatory processes and predict the course
of IBD progression. Fecal markers have been studied for their ability to identify patients
with IBD, assess disease activity, and predict relapse. Current evidence suggests that
serologic panels of multiple antibodies are useful in differential diagnosis of IBD
subtypes and can be of value in stratifying patients according to disease phenotype
and risk of complications. Advances in genomic, proteomic and metabolomic array
based technologies are facilitating the development of new biomarkers for IBD. The
discovery of novel biomarkers and its use in combination with the currently used in
clinical care has the potential to significantly improve patient care. This article reviews
the uses and limitations of currently available biomarkers and highlights recent

advances in IBD biomarker discovery.

Keywords: Inflammatory bowel disease, Crohn’s disease, Ulcerative colitis,
Biomarker, antibodies, fecal markers, Calprotectin, serological markers, genetic testing



1. Introducéo

As Doencas Inflamatérias Intestinais (DIl) sdo doencas crdnicas que envolvem
predominantemente o aparelho digestivo e cuja etiopatogenia continua
incompletamente elucidada.™* As DIl incluem a Colite Ulcerosa (CU) e a Doenca de
Crohn (DC), duas entidades clinicas cujo diagnéstico se baseia na analise de dados
clinicos, radiolégicos, laboratoriais, endoscopicos e histopatolégicos.?

Sendo a experiéncia clinica fulcral no diagndstico, este €, na maioria dos
casos, apenas confirmado & luz dos achados endoscépicos e histopatoldgicos.”

Apesar destas ferramentas diagnésticas convencionais, em cerca de 5% a 15%
dos casos ndo € possivel, inicialmente, esta diferenciacdo, estabelecendo-se o
diagnéstico de Colite Indeterminada (Cl) ou DIl n&o classificavel.>*

Ainda que, a posteriori, 50% a 80% destes casos sejam incluidos na DC ou
CU, verifica-se que ha um conjunto de pacientes que ndo é abrangido pelo alcance
destes métodos convencionais e que colocam vérias pontos de interrogacdo aos
clinicos.””’

Mais a mais, a capacidade de previsdo do comportamento e curso da doenca
bem como de identificacdo de pacientes em risco de répida progressdo para
complicacbes associadas com necessidade de terapias mais agressivas
precocemente assentam, atualmente, apenas na identificacdo de caracteristicas
clinicas de prognéstico adverso.?®

Além disso, o recurso frequente a estes métodos, homeadamente os de carater
mais invasivo, quer no estabelecimento do diagnéstico quer pela necessidade de
monitorizacdo frequente da atividade da doenca e avaliacdo de possiveis
complicacdes, comporta elevados recursos econémicos, é mal tolerado por parte dos
pacientes e, por vezes, até impossivel de ser realizado em certos grupos,
especialmente o pediatrico.™

Um outro problema prende-se com o0 tempo necessario ao estabelecimento do
diagnostico. Ainda que, em geral, este ocorra ao fim de um més, uma porcao
consideravel dos pacientes experiencia periodos bem mais alargados (>12 meses),
especialmente pacientes com DC.* Nas criancas, este aspeto ganha maior relevancia,
uma vez que as DIl podem afetar o crescimento e a maturacdo sexual.'?

A tentativa de ultrapassar estas limitagbes mas também a ideia da possivel
existéncia de testes simples, rapidos, ndo-invasivos e de baixo custo monetario com
semelhante ou melhor capacidade diagndstica, de previsdo do curso da doenca e sua

monitorizacdo, e capaz de permitir a adocdo de estratégias terapéuticas



individualizadas dirigiu o foco de atengcdo da comunidade cientifica para o0s
biomarcadores.

Por biomarcador entende-se qualquer substéncia passivel de ser medida
biologicamente e avaliada como um indicador de processos biolégicos normais,
patogénicos ou respostas farmacoldgicas a uma intervencéo terapéutica.*?

Na abordagem clinica de pacientes com DIl, os biomarcadores usados
atualmente, em conjunto com os métodos convencionais, incluem véarios marcadores
sorologicos e fecais.™

A sua comprovada utilidade na DIl inclui o suporte no estabelecimento do
diagnéstico de DII, diferenciacdo entre DC e CU, determinacdo da atividade da
doenca, estratificacédo do risco para a gravidade do curso da doenca e na previsdo da
resposta a terapéutica farmacologica.

Contudo, o biomarcador ideal para a DIl ndo existe e € provavel que o recurso
ao estudo de painéis de varios biomarcadores em simultdneo, ao invés do estudo
isolado, seja mais vantajoso e preciso, algo que se tornou num recente foco de
investigac&do.™

De facto, dado todo o potencial benéfico associado ao uso destes
instrumentos, tem-se verificado uma intensa e proficua investigagéo neste topico, ndo
apenas na verificacdo da aplicabilidade dos biomarcadores existentes nos varios
dominios da prética clinica, mas também no desenvolvimento de novos biomarcadores
através dos avancgos tecnoldgicos em estudos imunolégicos, metabdlicos, proted6micos
e de expressao genética.

Nesse sentido, o intento desta dissertacdo funda-se na importancia e
necessidade de uma revisdo da vasta literatura disponivel, acumulada principalmente
ao longo desta ultima década, por forma a atualizar o papel desempenhado pelos

biomarcadores nas DII.



2. Marcadores soroldgicos de resposta aguda a inflamacéo

A rapida reacdo do organismo a processos inflamatérios pode ser avaliada
através da andlise a alteracdes sorologicas.'® A proteina C-reativa (PCR) e Velocidade
de Sedimentacao Eritrocitaria (VSE) sdo as mais comummente avaliadas no espetro
das DIL.*

A PCR é uma proteina produzida pelo figado em resposta a uma variedade de
estados inflamatérios crénicos e agudos. Citocinas associadas a DIl ativa (IL-6, TNFa
e IL-1B) estimulam a sua producao pelos hepatdcitos acima dos valores normais,
tipicamente inferiores a 1mg/L.*® Durante a fase ativa da DI, estes niveis podem variar
entre os 5-200 mg/L dependendo da gravidade da doenca e da capacidade individual
de producéo da proteina. Contudo, néo é especifica da DIl, uma vez que estes niveis
podem ser verificados em varias infe¢des viricas e bacterianas, doencas auto-imunes,
doencas oncoldgicas e outras condi¢cbes que resultem em necrose tecidular.*®

Uma vez que € rapidamente e fielmente medida em qualquer laboratério e
apresenta uma semivida de 19 horas, determinada mais pela sintese do que pela sua
degradacéo, constitui um bom marcador.?

A VSE fornece também uma rapida verificacdo da resposta inflamatéria aguda.
Varios fatores influenciam este marcador, incluindo a idade, o género, a presenca de
anemia, discrasias sanguineas e a gravidez."

No entanto, comparada com a PCR, os valores da VS atingem mais lentamente
0 seu pico maximo em resposta a inflamacdo e apresentam um menor grau de
alteracdo tornando-a menos indicada para o estudo das alteracdes da atividade da
DILY

Dito isto, este trabalho focar-se-4 mais em pormenor na utilidade clinica da

PCR, uma vez que é o marcador de resposta inflamatdria aguda mais estudado na DII.

2.1 PCR no diagndstico de DIl e diferenciacdo DC versus CU

A PCR é o biomarcador melhor estabelecido na DII.** Niveis elevados desta
proteina em pacientes com sintomas gastrointestinais crénicos devem conduzir ao
inicio de investigacbes que permitam a definitiva exclusdo do diagnoéstico de DII.?

Estudos referentes aos anos 90 identificaram valores aumentados de PCR em
quase 100% dos pacientes com DC e aproximadamente 50% dos pacientes com
CU.?*?* Contudo, outros estudos reportaram aumento dos valores de PCR (> 5 mg/L)

em pacientes com DC em remisséo clinica e até valores normais em pacientes com
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doenca clinicamente ativa,?>*’

concluindo que as sensibilidades e especificidades
verificadas nos primeiros estudos poderiam ter sido sobrestimadas.?® Deve ser referido
gue se tem verificado um largo espetro de valores de PCR usados como cut-off [5, 8
(Sonic), 10 (Precise Il, Charm), ou 20 mg/L] e que, até hoje, nenhum foi comprovado
como o indicado.?*

Ainda assim, a maioria dos estudos respeitantes a este assunto indicam que as
elevacbes de PCR parecem ser menos prevalentes e de menor magnitude em
pacientes com CU ativa do que em DC ativa.?®

Possiveis explicacbes para esta diferenca incluem a maior profundidade de
inflamacao (transmural) e maiores niveis de IL-6 verificados na DC em compara¢ao
com a CU bem como a existéncia de polimorfismos da regido promotora da expressao
genética da PCR.'* valores elevados da VS também parecem ser menos
fidedignos na CU, com, pelo menos, um estudo indicando que ndo prediz com

precisdo a recorréncia de CU.*

2.2 PCR na avaliacao de doentes com DIl

Mais do que diferenciar entre DIl e outras doencas gastrointestinais né&o-
inflamatorias ou entre DC e CU, a grande virtude da PCR prender-se-4 com a sua boa
correlagdo com a atividade da doencga estabelecida.

Um estudo retrospetivo da Mayo Clinic revelou a associagdo entre PCR
elevada e moderada/elevada gravidade clinica da DC, doenca ativa em colonoscopia e
inflamac&o grave histologicamente.*®

Num estudo de follow-up subsequente, a PCR correlacionou-se com achados
radioloégicos de inflamacdo peri-entérica mas ndo com inflamacdo do intestino
delgado,®® contrariando os dados até af vigentes de falta de associacéo entre valores
de PCR e localizacdo da doenca.

Em pacientes com sintomas de DC ativa e elevados valores de PCR, 86%
exibiam evidéncias de inflamacéo a colonoscopia, sugerindo que, em associacdo com
a avaliacdo clinica, podera ser suficiente para prever a inflamacéo ativa da mucosa
intestinal.*®

No entanto, em pacientes com DC que exibam valores persistentemente
normais de PCR, esta podera ndo ser util na avaliacdo da atividade da doenca. Neste
caso, outros marcadores e estudos poderdo ser Uteis, nomeadamente o0s
biomarcadores fecais.*®

O mesmo estudo indicou que 51% dos pacientes com CU ativa a colonoscopia

apresentavam valores elevados de PCR.* Langhorst et al, recentemente, propuseram
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gue um indice de atividade baseado na combinacdo de biomarcadores fecais, PCR e
um indice de atividade clinica especifico da CU, poderia aumentar a capacidade
diagnostica em relacdo a inflamacao verificada em colonoscopia para a referida
doenca.”’

Quando comparada com os biomarcadores fecais, contudo, a PCR apresenta
menor sensibilidade, especificidade e menor correlagcdo com inflamacédo da mucosa a
colonoscopia.®*%*

Em pacientes com DC, ainda que ndo muito sensitiva, varios estudos
revelaram a associagéo entre valores elevados de PCR com recorréncia da doenca.?>
27,42-46

Um estudo do grupo IBSEN revelou que a avaliacdo dos valores da PCR
aquando do diagnostico ou durante o follow-up era preditiva do resultado a longo-
prazo medido pela necessidade de colectomia ou cirurgia ressectiva.?

Recentemente, Kiss et al, demonstraram que elevados valores de PCR de alta
sensibilidade (PCR-as), avaliados aquando do diagnéstico de DC, correlacionaram-se
com a previsdo de recorréncia clinica da doenca durante o follow-up prospetivo de
pacientes em remissdo clinica, doenca confinada ao colén ou ileocdlica, fendtipo
agressivo da doenca e necessidade de terapia bioldgica durante o curso da doenca.?’
Florin et al, revelou uma maior propor¢cao de DC ileal no subgrupo de pacientes com
valores inicias de PCR inferiores a 10 mg/L.*’

Kiss et al, num diferente estudo, reportaram também que, para além da
resposta clinica precoce, a normalizacao dos valores de PCR sera o melhor preditor
da eficacia clinica a médio-prazo e da cicatrizacdo da mucosa durante a terapia com
adalimumab,*® corroborando a conclusdo proposta anteriormente pelo grupo Leuven
em relacéo a terapia com infliximab em pacientes com DC.*

Relativamente a CU, existe menos informagdo relativamente a associacdo
entre PCR e recorréncia da doenca. Bitton et al examinaram 74 pacientes em
remissao clinica e endoscOpica sem ter conseguido estabelecer relacdo entre
elevados valores de PCR e ocorréncia de recorréncia.*

Em contraste com a PCR, avaliagfes da VS resultaram em resultados dispares

no que a capacidade de prever recorréncias diz respeito.*>*°
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3. Marcadores soroldgicos - Anticorpos

A procura por anticorpos nas DIl data de 1959 com o achado de anticorpos
contra células epiteliais do célon em pacientes com CU.*' Desde entdo o crescente
acumular de evidéncias sugerem que as DIl evoluiram como resultado de uma
resposta imune aberrante e crénica do organismo contra a microflora luminal comensal
num hospedeiro geneticamente predisposto.®>*® Marcadores imunolégicos tém sido
usados, quer individualmente quer englobados em painéis de anticorpos.**

Por um lado, a presenca de anticorpos contra componentes de agentes
microbianos (ASCA, ACCA, ALCA, AMCA, Anti-L, Anti-C, Omp-C, CBirl, A4-Fla2, Fla-
X e anti-I2) sugere a flora comensal ou um antigénio dietético como fator
desencadeante.* Por outro, a corrente autoimune baseia-se na presenca de
manifestacbes extra-intestinais autoimunes, na verificagcdo dos resultados da terapia
imunossupressora e na variedade de auto-anticorpos encontrados, incluindo
anticorpos anti-citoplasma de neutrofilos (ANCA), anti-pancreas exoécrino (PAB) e anti-

células caliciformes (GAB).}"*

3.1 Anticorpos contra agentes microbianos

Anticorpos anti-glicanos séo dirigidos contra polissacarideos da parede celular
de agentes microbianos como fungos, leveduras e bactérias.®® Anticorpos anti-
Saccharomyces cerevisiae (ASCA) sdo dirigidos contra um polimero de manose da
levedura Saccharomyces homologo de bactérias intestinais e sdo bem mais
prevalentes na DC.>°

Numa tentativa de identificar novos anticorpos associados com a DIl, Dotan et
al, encontraram anticorpos dirigidos a polissacarideos, ou glicanos, a partir do soro de
pacientes diagnosticados com DC ou CU.*® Foram entdo identificados o ALCA (anti-
laminaribioside carbohydrate IgG antibodie), o ACCA (anti-chitobioside carbohydrate
IgA antibodie) e o AMCA (anti-mannobioside carbohydrate IgG antibodie).?
Recentemente, 2 novos anticorpos anti-glicanos foram descobertos: o anti-L (anti-
laminarin) e o anti-C (anti-chitin).?® Todos eles parecem ser significativamente mais
prevalentes na DC do que na CU (Tabela I).

O anticorpo anti-OmpC é dirigido contra uma proteina presente na membrana
externa de bactéria, a porina C, primeiramente isolada a partir da Escherichia Coli.
Encontrada nas lesbes ileais da DC estas bactérias revelaram necessitar desta

proteina para florescer no trato gastrointestinal.®
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12 é um fragmento ADN bacteriano, derivado da Pseudomonas fluorescens,
homologo de uma familia de factores de transcrigcéo bacterianos.®*®

De entre os antigénios bacterianos, as flagelinas séo interessantes candidatas
a desempenhar um papel na resposta imune da mucosa pois sdo proteinas
integrantes das bactérias flageladas comensais e bastante antigénicas. A CBirl é uma
delas e foi identificada por ter induzido colite em ratos imunoincompetentes.®

Estes 3 anticorpos apresentam uma prevaléncia de aproximadamente 50% na
DC, sendo bem menos prevalentes na CU, (Tabela I).

Recentemente, Duck et al, isolaram e caracterizaram varias bactérias
flageladas a partir do cluster XIVa de Clostridium, das quais a flagelina X e a A4-Fla2

apresentaram elevada seroreactividade em pacientes com DC.®

3.2 Auto-anticorpos

Os ANCA (Anti-neutrophil cytoplasmic antibodies) sdo auto-anticorpos dirigidos
contra constituintes dos granulos de neutrdfilos.® Sdo encontrados numa variedade de
patologias imunes, como a Granulomatose de Wegener ou a Artrite Reumatoide, bem
como na DIl. Existem 3 tipos de ANCAs, citoplasmaticos (CANCA), perinucleares
(PANCA) e pANCA atipico, baseados no padrdo de coloragdo dos neutréfilos a
imunofluorescéncia e, de entre eles, o Ultimo parece estar mais associado a doenga
inflamatéria cronica intestinal sendo bastante mais prevalente na CU.*

Varios antigénios do pANCA atipico tém sido intensivamente estudados em
pacientes com DII.®*®® Em geral, a maioria dos estudos apoia a conclusdo de os
antigénios especificos do pANCA associados a DIl ndo estédo localizados nos granulos
citoplasmaticos dos neutréfilos mas antes no nlcleo destes.®®® Vidrich et al
demonstraram a perda do padrdo de coloracdo do pANCA associado a CU ap0s
digestao de substratos de células com ADNase, sugerindo que o epitopo reconhecido
por este grupo de anticorpos serd um complexo proteina-ADN ou que a presenca de
ADN intacto é necessario para a manutencéo da integridade do epitopo.®” E provavel
gue o antigénio-alvo do pANCA atipico associado a CU seja um complexo composto
por proteinas nucleares, histona H1, HMG-1 e HMG-2,%® Recentemente, a lactoferrina
foi sugerida como um antigénio-alvo do pANCA na CU."”

Os anticorpos anti-pancreas exocrino (PAB) sao dirigidos contra o tecido
pancreatico exdcrino.* A glicoproteina de membrana major dos granulos de zimogénio,
a GP2, foi identificada como o autoantigénio principal destes anticorpos em pacientes

com DC.”™ Roggenbuck et al demonstraram que a expressdo desta glicoproteina a
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partir de biépsias de colon de pacientes com DC era significativamente maior do que
em pacientes com CU."

As células caliciformes, como células epiteliais intestinais especializadas,
regulam a producdo de muco e fatores que contribuem para a reparacao epitelial e
regulacdo inflamatéria.>* Auto-anticorpos dirigidos a estas células foram detetados
primariamente em pacientes adultos com CU com uma prevaléncia a variar entre os

15% e 47%, enquanto que em pacientes com DC esta variava entre 1,4% e 33%."
72,73

* anti-catepsina G,” anti-

Anticorpos adicionais como anti-espermatozdides,’
células endoteliais,’”® anti-células epiteliais do célon,”” tém sido reportados numa
minoria de pacientes com DII. Estes anticorpos ndo apresentam, actualmente, um
papel claro no diagndstico, diferenciacéo ou estratificagdo da doenca.

As prevaléncias individuais dos anticorpos referidos neste trabalho na DC, CU,
em outras doencas gastrointestinais e em individuos saudaveis sdo demonstradas na

tabela I.

3.3 Utilidade no diagndstico das DIl

A avaliagdo dos anticorpos associados as DIl atualmente conhecidos revela
gque estes ainda nao ultrapassam a capacidade diagnéstica dos métodos
convencionais.”

ASCA apresenta a melhor combinacéo sensibilidade/especificidade (41%-45%
1 91%-98%) na disting&o entre DIl e outras patologias gastrointestinais nao-DII.”"
PANCA, por seu lado, apresenta uma sensibilidade entre 17,2%-71% e especificidade
de 90%-98% na mesma disting&o.>" "

Uma meta-andlise de 60 estudos (3841 pacientes com CU e 4019 pacientes
com DC) verificou a utilidade dos dois anticorpos nas DIl. A presenc¢a de qualquer um
deles foi capaz de diferenciar DIl de ndo-DIl com uma sensibilidade de apenas 63% e
especificidade de 93%, com pequena heterogeneidade entre os estudos.®

A opinido corrente indica que painéis de anticorpos, com a adi¢do, por
exemplo, de anticorpos anti-glicanos aos ja estabelecidos pANCA e ASCA, podem ser
bem mais valiosos no diagndstico de DI, ao invés da utilizacdo individualizada.*® 8%

A adicdo de anti-OmpC, anti-CBirl e anti-I2 a ASCA e pANCA constitui um dos
primeiros painéis serolégicos disponiveis no mercado (Serology 7, Prometheus, San
Diego, CA).** Contudo, num estudo com 300 criancas, referidas para avaliacdo de DI,
este painel demonstrou apenas sensibilidade de 67% e especificidade de 76% no seu

diagnéstico.®®
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Um outro aspeto a salientar é o de que ainda que a maioria dos estudos tenha
confirmado a alta especificidade dos anticorpos associados a Dll, 75%-90% (tabela 1),
precaucdo deve ser levada a cabo na consideracdo dos grupos de controlo das
patologias gastrointestinais néo-DII.> Nomeadamente o ASCA, considerado como um
anticorpo altamente especifico para a DC, foi observado, num estudo, em 30% a 59%
de pacientes com doenca celiaca.®®

Assim sendo, atualmente, nenhum anticorpo, individualmente ou em
combinagcdo com outros, apresenta sensibilidade ou especificidade suficientes para
substituir os métodos convencionais (colonoscopia, histologia e imagiologia) no

diagnéstico de DII.® Podem, no entanto, ser (teis nos dilemas diagnésticos.*

3.4 Distincao entre DC e CU

A maior parte da informacao respeitante a utilidade dos anticorpos na distincédo
entre DC e CU refere-se ao uso de ASCA e pANCA, 07378818490

Uma revisdo de Prideaux et al, refere que o ASCA apresenta a melhor
combinacéo sensibilidade/especificidade para a DC e pANCA para a CU.> A meta-
analise de Kaul et al concluiu que, de entre todos os anticorpos disponiveis, ASCA
apresenta a melhor sensibilidade, 56%, enquanto anti-L apresenta a melhor
especificidade na distingdo DC vs CU.%

Contudo, tem sido demonstrado que as combinac¢des ou perfis imunolégicos
ASCA+/pANCA- e pANCA+/ASCA- aumentam a especificidade e o valor preditivo
positivo para esta diferenciacdo, em comparacdo com a andlise individualizada,
(Tabela 11).

Alguns estudos reportaram pouca ou nenhuma melhoria nesta diferenciagao ao

78,91 58,60,81,84,85

adicionar anticorpos anti-glicanos ", enquanto outros indicaram significativa
melhoria na capacidade discriminatéria de DC e CU, principalmente devido ao
aumento da sensibilidade do teste.

Dotan et al declararam que a adi¢do de, pelo menos, 2 dos 3 anticorpos ALCA,
ACCA ou AMCA ao anticorpo ASCA aumentaria a sensibilidade na diferenciacdo de
DC e CU (85%-99%) ainda que com uma significativa queda na especificidade (66%
para 27%).%* Seow et al verificaram que a discriminacdo mais eficiente entre DC e CU
foi atingida pela adicdo de anti-L e anti-C a combinacdo ASCA/pANCA, enquanto que
a adicdo de apenas anti-L a mesma combinag¢do melhorou a diferenciagdo entre CD
célica e CU.%°

Em contraste, a adicdo de anti-OmpC e anti-CBirl parece nao fornecer

nenhuma melhoria nesta diferenciag&o. 2%
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Anti-A4-Fla2 e anti-Fla-X podem ser (teis nesta tematica, uma vez que a sua
prevaléncia é quase exclusiva dos DC (50-60%) em comparac¢&o com a CU (6%).%

Um aspeto importante no uso dos painéis de anticorpos é assinalado pelo facto
de até 56% da populacdo de pacientes com DC e seroreatividade negativa para o
ASCA poder ser identificada com recurso a anticorpos anti-glicanos.’®#*°% De forma
semelhante, os anticorpos anti-CBirl, este em cerca de 50%, Anti-OmpC e anti-I12
revelaram-se positivos no mesmo subgrupo de pacientes.?>® Estes diferentes perfis
imunolodgicos, verificados neste subgrupo de pacientes, suportam a teoria da
existéncia de diferentes subtipos de DC.**

O anticorpo anti-GP2 foi confirmado em varios estudos como sendo altamente
especifico para a DC, ainda que com baixa sensibilidade.>"*"*° A sua grande utilidade
poderd ser levada a cabo, entdo, onde as dificuldades clinicas residem, na
diferenciacdo de DC célica e CU.*® A combinacdo PAB/pANCA/ASCA melhorou a
diferenciacdo entre DC e CU, particularmente na DC cdélica, quando comparada com a
associacdo pANCA/ASCA.*1% Outros sugerem que a detecdo deste anticorpo pode
apenas ser Util em pacientes com elevada suspeita para DC mas ASCA-negativos.?’

Relativamente aos anticorpos anti-células caliciformes (GAB), vérios estudos
reportaram alta especificidade na distincdo DC versus CU, mas devido a baixa
sensibilidade, principalmente na populacdo pediatrica, ainda € pouco usado nesta
tematica.”>">%1° Contudo, num estudo recente de Homsak et al, foi possivel
identificar a maioria dos pacientes com CU ao combinar pANCA+/GAB+/PAB-.*’

Outro aspeto importante no uso dos varios anticorpos na diferenciacdo dos
diferentes subtipos de DIl prende-se com a existéncia de 10% a 15% de pacientes
com DIl néo classificavel.**

Dois estudos prospetivos de pacientes com DIl ndo classificavel, com a
duracdo de 6 e 10 anos, verificaram que cerca de 50% dos pacientes apresentaram
uma combinacdo ASCA-/pANCA- e que nestes o diagndstico se mantinha inalterado
no fim dos estudos.?”'%? Surge entéo a teoria de que esta combinacdo pANCA-/ASCA-
poderd estar associada a este subtipo de DIl como uma entidade patolégica
diferenciada.®’

A adicdo de anti-OmpC e anti-I2 a anticorpos ASCA e pANCA apenas gerou
uma pequena melhoria no diagnostico de DC ou CU em pacientes com DIl ndo
classificavel.*®

Ainda que demonstrem um papel limitado no diagnéstico da DIl e ndo poderem
substituir os métodos convencionais nesse capitulo, apresentam, por outro lado,

consideravel valor na diferenciacao entre DC, CU e DIl ndo classificavel.?
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O desempenho dos varios anticorpos, individualmente ou em combinagdo com

outros, na diferenciacao entre DC e CU é demonstrado na tabela Il.

3.5 Utilidade na estratificacdo fenotipica, prognostico e
resposta a terapia

A estratificacdo da doenca, atualmente, assenta nos fatores de risco clinicos e
nos achados endoscépicos.?

Existe crescente evidéncia de um elo entre a seroreatividade e fenotipos
especificos na DIl. A capacidade dos anticorpos preverem 0 comportamento e
progressao da doenca bem como a resposta ao tratamento farmacolégico poderia
ajudar na estratificacéo de pacientes em grupos de alto e baixo riscos.

Na DC, 50% dos pacientes desenvolvem complicacdes estenosantes ou
perfurantes nos primeiros 20 anos e requerem cirurgia nos primeiros 6 meses.**

Numerosos estudos examinaram a presenca dos diferentes anticorpos
associados a DIl e o Comportamento da DC.3,17,58,60,73,78,79,81,84,85,88,90-93,95,96,98,100,104-114

A associacdo positiva entre a maioria dos anticorpos anti-microbianos,
especialmente os anti-glicanos, com um fen6tipo mais agressivo e uma maior frequéncia
de cirurgias abdominais associadas a DC tém sido consistentemente demonstradas,
(Tabela 1l1). Esta associacao € tdo mais forte com a positividade de multiplos anticorpos
e com maiores concentracdes destes.”

Resultados semelhantes foram obtidos na populacdo pediatrica. Amre et al
demonstraram que elevados valores de ASCA precocemente detetados nesta
populacdo se correlacionavam com um risco aumentado de progressao para
complicacdes precoces.'*

Dubinsky et al verificaram maior frequéncia de doenca estenosante e/ou
perfurante e uma mais rapida progressao para complicagbes com maior diversidade da
resposta imune anti-12, anti-OmpC, anti-CBirl e ASCA em pacientes pediatricos com
DC, especialmente nos pacientes com positividade para todos os 4 anticorpos.®***2

A associacdo entre a presenca de PAB e o fendétipo da DC é algo conflituosa.
Lakatos et al reportaram a sua associacdo com doenca perianal, manifestacdes
extraintestinais e complicacdes perfurantes.”” Pelo contrario, outros estudos
concluiram néo existir qualquer utilidade deste anticorpo na discriminagéo de fenoétipos
113,114

da doenga.

Na CU, a maioria dos estudos ndo mostraram correlacdo entre pANCA e

115,116 105,115-117

duracéo, atividade, localizacdo,''® extens&o,’® ou tratamento da

doenca,™® bem como necessidade de colectomia.'***®
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Contudo, outros estudos reportaram uma diminuigcdo dos niveis de pANCA ao
longo do tempo com doenca em remiss&o,™™ e pds-colectomia.*”® No mesmo sentido,
mais estudos relataram niveis mais elevados de pANCA com doenca ativa,'®* doenca

122

severa confinada ao lado esquerdo resistente ao tratamento, recorréncia da

doenca,’® e um curso da doenca mais agressivo requerendo colectomia precoce.*?***

Além disso, Papp et al ndo encontrou qualquer associagdo entre fenotipo da
CU e anticorpos anti-glicanos.®® Outros anticorpos tém sido alvo de pouca pesquisa na
CuU.

Poucos estudos tém monitorizado longitudinalmente se a presenca e/ou a
magnitude dos anticorpos altera com tratamento farmacolégico, com ou sem resposta.
E geralmente aceite que as concentracbes de anticorpos permanecem estaveis
durante a terapia em pacientes com DC,%>9496.118

Teml et al demonstraram que os niveis de ASCA ndo se alteraram
significativamente aos 2 e 9 meses apOs terapia com corticoesteroides ou
mesalazina.''® Papp et al reportaram que as concentragdes de ASCA, ALCA, ACCA e
AMCA, avaliadas as 8 semanas, permaneceram estaveis apd6s indugdo com
infliximab.® Landers et al concluiram que os niveis de ASCA, anti-OmpC e anti-12
permaneceram estaveis 6 meses pos-tratamento com infliximab.** Targan et al
evidenciaram a mesma estabilidade nos niveis de anti-CBirl apds 4 meses pos-
infliximab.%

Sandborn et al, ja no caso da CU, mostraram uma maior frequéncia de pANCA
na doenca limitada ao célon esquerdo e resistente ao tratamento.*?* Dubinsky et al
também demonstraram que a seroreatividade ao pANCA em criancas estava
independentemente associada com falta de resposta a terapia anti-TNFa.'® Isto é
apoiado pelo relato da seronegatividade ao pANCA ser um preditor positivo
independente para a resposta a terapia com infliximab em pacientes com CU.'*® Além
disso, pacientes com uma combinacdo pANCA+/ASCA- demonstraram uma pior

resposta clinica ao infliximab.*?’
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4. Outros marcadores soroldgicos

Ao longo dos anos um vasto numero de restantes biomarcadores sorologicos
tém vindo a ser testados incluindo a a1-glicoproteina 4cida, a proteina amildide A, a2-
globulina, lactoferrina, trombopoietina, procalcitonina e até a contagem de plaquetas,
mas estes tém demonstrado menor validacéo em relacéo a PCR.'?!%

Recentemente, novos marcadores tém vindo a ser propostos. Entre eles
incluem-se as metaloproteinases da matriz,*** marcadores de peroxidacao lipidica,***

132
2,

citocinas como a IL-17A, 23 ou 1 a glicoproteina a2 rica em leucina,'* eosindfilos

ativados (ECP e EPX),'* o ativador de plasminogénio tipo uroquinase (uPa)** ou a
proteina ligante de lipopolissacarideos (LBP) e CD14 solivel.”®® Os 2 dltimos alias
foram, muito recentemente, reportados como marcadores com capacidade diagnéstica
semelhante & PCR-as e preditores fidveis de recorréncia da DC.** Contudo, e apesar
de os estudos preliminares apontarem para conclusfes positivas, mais serdo precisos

para estabelecer o papel destes novos marcadores no contexto global da DII.

20



5. Marcadores Fecais

Os marcadores fecais sdo valiosos na DIl face a sua especificidade ao trato
gastrointestinal.’* Sob a instalacdo da inflamacdo mucosa intestinal, proteinas
inflamatdérias, produtos leucocitarios e os préprios leucécitos séo libertados a partir da
mucosa permeavel para o limen intestinal.*’

O ‘gold standard’ atual para a identificagdo do carater inflamatério intestinal
passa pela identificacdo de leucdcitos radiomarcados nas fezes, modalidade esta que
se apresenta bastante cara para a pratica clinica diaria, além dos perigos associadas a
exposicdo da radiacéo e a demora de 3 dias para colheita de fezes.*®” Assim sendo,
nasceu a necessidade de encontrar marcadores mais faceis e rapidos de avaliar. Hoje,
os mais usados marcadores fecais sdo a Calprotectina e Lactoferrina.* Assim o s&o
devido a sua utilidade no diagnéstico de DIl, avaliacdo da atividade da doenca,
previsdo da recorréncia bem como resposta & terapia, além do seu reduzido custo.®

Outros marcadores fecais tém sido investigados para uso clinico na DIl ao
longo dos anos. Entre eles incluem-se a lisozima, esterase leucocitaria,
mieloperoxidase, TNF-a, IL-183, IL-4, IL-10, a1 anti-tripsina, a2-macroglobulina, éxido
nitrico retal, proteina eosinéfila X, metaloproteinases da matriz.'"*!%1%¥ De entre

todos eles, a M2-piruvato cinase e a S100A12 parecem ser os mais promissores.**

5.1 Calprotectina

A calprotectina é uma proteina citosélica ligante do calcio encontrada
principalmente em neutréfilos e em menor quantidade em mondcitos e macréfagos
reativos.’*' Esta presente em condicdes inflamatdrias agudas e crénicas bem como

patologias oncoldgicas,**?

sendo abundante em varios fluidos corporais na mesma
proporcdo que o grau de inflamacdo.*® Nas fezes permanece estavel até 7 dias a
temperatura ambiente devido & resisténcia a degradacédo bacteriana'** e apresenta
distribuicdo homogénea, propriedades que permitem a sua identificacdo em pequenas
amostras fecais e pode ser rapidamente quantificada usando ELISA.**

Recentemente, point-of-care testing ou testes a beira do leito da calprotectina
fecal que, por permitirem resultados em menos de 30 minutos, se podem tornar
bastante vantajosos na pratica clinica, especialmente em cuidados primarios,
tornaram-se disponiveis.**® Foi demonstrada, em estudos iniciais recentes, correlacéo
significativa entre concentragbes de calprotectina fecal medida a partir de ELISA e
estes testes.'’

Contudo, elevadas concentracdes de calprotectina fecal ndo sdo especificas da

DIl. Estas podem ser encontradas também em neoplasias, na presenca de pélipos, na
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enteropatia por AINEs, com o aumentar da idade, na doenga celiaca, na colite
microscopica e/ou alérgica e infe¢des.'*'*® O uso de AINEs e IBPs tém sido também
associados a elevacgdes significativas deste biomarcador.’****® A excrecdo deste
biomarcador tem mostrado uma boa correlagdo com a excrecdo de leucécitos

radiomarcados.'*®

5.2 Lactoferrina

s

A lactoferrina é uma glicoproteina ligante do ferro identificada em secrecbes
presentes na maioria das superficies mucosas que interagem diretamente com
patogénios externos, incluindo a saliva, lagrimas, secre¢Bes vaginais, fezes, fluido
sinovial e leite materno.”**? E um componente major dos granulos secundarios dos
neutréfilos e parece ser um fator primario na resposta inflamatéria aguda.**? No limen
intestinal, as concentracGes de lactoferrina aumentam rapidamente com o influxo de
neutréfilos durante a inflamac&o™® e é proporcional em relacdo ao nivel de

recrutamento neutréfilo para o trato gastrointestinal.*>

Apresenta atividade antibacteriana e é resistente & protedlise nas fezes,
podendo permanecer estavel nas fezes até 5 dias."® Armazenadas a temperatura
ambiente durante 48 horas, as concentra¢des fecais deste biomarcador eram 90% dos
niveis iniciais, enquanto as de calprotectina eram 82%."° Investigacdes prévias
demonstraram que a lactoferrina fecal é altamente sensitiva na dete¢éo da infiltracao

neutrofilica.*®

5.3 S100A12

Também conhecido como EN-RAGE (extracellular, newlyidentified receptor for
advanced glycation end-products) ou calgranulina C, esta proteina, como membro da
familia proteica S100, € uma proteina citoplasmatica presente nos neutrofilos e
apresenta propriedades pro-inflamatérias incluindo potente atividade quimiotatica.*®

Como ligando do recetor RAGE, ativa a via de transducdo de sinal através do
fator nuclear kB conduzindo a producéo de citocinas pré-inflamatorias (TNF-a e IL-13)
e & expressdo aumentada de moléculas de adesdo (ICAM-1 e VCAM-1).*" Isto pode
sugerir que esta proteina contribui para o processo inflamatorio intestinal e as suas
concentragdes podero refletir a presenca e gravidade da inflamac&o intestinal.**®

O RAGE soluvel (sSRAGE) corresponde ao dominio extracelular deste recetor e
gue apresenta a mesma especificidade de ligacdo. Consequentemente, pode ligar-se

a proteina S100A12 prevenindo assim a ligacdo ao recetor RAGE de membrana. De
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facto, SRAGE foi demonstrado em niveis elevados num estudo de pacientes com
D” 159

Os niveis seroldgicos correlacionam-se bem com as concentragées fecais.*®
Mais a mais, esta proteina aparece igualmente distribuida nas amostras fecais e
permanece estavel por 7 dias. Como acontece com a calprotectina, ndo parecem

existir diferencas entre géneros nas concentra¢des de S100A12 fecal.'*®

5.4 M2-PK

A piruvato cinase (PK) é uma enzima chave na via glicolitica e é expressa por
toda as células, em isoformas diméricas ou tetraméricas.'®* A Gltima (M1) tem sido
encontrada no musculo esquelético, coracdo e cérebro, enquanto a isoforma dimérica
(M2) esta presente em tecidos proliferativos e indiferenciados sendo detetada no
plasma e nas fezes.'®'%? A atividade aumentada desta enzima nos neutréfilos é
encontrada em pacientes politraumatizados,'® insuficientes cardiacos,®> em tumores
gastrointestinais,'® e, mais recentemente, na inflamac&o da bolsa ileal.*® M2-PK foi
também detetado em fezes de pacientes com cancro colo-rectal e proposto como
potencial marcador de rastreio para esta patologia.’®* Uma vez que a DIl ativa esta
intrinsecamente relacionada com a rapida diviséo e renovagéo celular (esta retorna ao
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normal uma vez a inflamacgéo resolvida™"), foi postulado que as concentracdes fecais

desta enzima poderiam estar aumentadas em pacientes com DII.*®*

5.5 Utilidade na diferenciacao entre DIl e doencas
gastrointestinais nao-DlII

Concentracbes significativamente maiores de calprotectina fecal tém sido
reportadas nos pacientes com DIl, adultos e pediatricos, em comparagdo com
pacientes com Sll ou individuos saudaveis, 44167181

Gisbert et al calcularam uma sensibilidade e especificidade combinada de 80%
e 76%, respetivamente, na identificagéo de DIl a partir de informagéo recolhida de 754
pacientes e uma ligeira maior capacidade diagnéstica para DC (sensibilidade de 83%,
especificidade de 85%) do que para a CU (sensibilidade de 72%, especificidade de
74%)."® No mesmo sentido, outros estudos reportaram maiores concentracdes de
calprotectina fecal em DC do que na CU, mas a valor clinico desta conclusédo parece
guestionavel na medida em que os valores variaram bastante entre pacientes e

estudos.®%17°
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Numa recente meta-analise, von Roon et al sumariaram dados de 30 estudos
gue incluiam 5983 pacientes. A calprotectina fecal demonstrou sensibilidade e
especificidade combinadas de 95% e 91%, respetivamente, nesta distingéo.**

Van Rheenen et al, em outra meta-analise, calcularam valores similares na
populacdo adulta mas valores significativamente menores na pediatrica, 76%, mas
mais significativo foi o célculo da reducdo em 67% no numero de colonoscopias
necessarias com o uso da calprotectina fecal como teste diagndstico em pacientes
com suspeita de DII.*"*

Kostakis et al, numa recente revisdo sistematica de 34 estudos pediatricos
verificaram que em pacientes recém-diagnosticados com DIl, a sensibilidade para a
calprotectina fecal variou entre 73,5%-100% (95,8%-100% para cut-off de 50 pg/g e
73,5%-100% para 100 pg/g); enquanto a especificidade variou entre 65,9%-100%
(65,9%-92,9% para um valor de cut-off de 50 pg/g e 69,2%—-100% para 100 pg/g).'"

Entre a literatura disponivel, as concentracbes usadas para cut-off na
calportectina fecal variam entre os 18,6 e 250 pg/g.'***%" Atualmente, o valor de cut-off
mais usado e referenciado é o de 50 pg/g.'®?

A lactoferrina fecal tem uma sensibilidade e especificidade de 80% e 82%,
respetivamente, tendo em conta uma média ponderada calculada a partir de 19
estudos incluindo 1001 pacientes, onde pacientes com DIl foram comparados com
pacientes com SlI, outras doencas do célon e individuos saudaveis.'®

As precisfes diagndésticas da calprotectina e lactoferrina parecem ser similares
e superiores relativamente a marcadores agudos de inflamacéo como a PCR e o VSE
ou anticorpos como pANCA ou ASCA.">!"817® Og 2 bijomarcadores fecais mostraram
diferenciar DIl ativa de inativa e pacientes com Sll em 80% dos casos comparando
com 74% para a elastase leucocitéria e 64% para a PCR.}"® Mesmo com a juncéo de
marcadores fecais e anticorpos, a precisédo diagndstica melhorou apenas ligeiramente
quando comparada com a utilizacdo apenas da calprotectina.'”

Num estudo de de Jong et al, S100A12 distinguiu pacientes pediatricos com DII
de individuos saudaveis com uma sensibilidade de 96% e especificidade de 92%
usando um valor de cut-off de 10mg/kg.**®

Valores similares foram demonstrados por Sidler et al num estudo prospetivo
de 61 criangcas com sintomas intestinais e avaliadas com S100A12 e calprotectina
fecais, usando o mesmo valor de cut-off (10mg/kg).'®

Contudo, num posterior estudo, Manolakis et al calcularam que um valor de
cut-off de 54,4 ng/ml poderia distinguir entre DIl e SIl mas apenas com sensibilidade

de 66,7% e especificidade de 64,4%.*°
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No que diz respeito a M2-PK, um estudo de Chung-Faye et al demonstrou
concentracdes médias desta enzima significativamente elevadas na CU, DC e no
cancro colo-rectal comparados com o Sll e uma forte correlagéo linear com os valores
de calprotectina demonstrados.***

Um estudo mais recente de Jeffery et al, com 105 pacientes, usando um valor
de cut-off de 4 U/mL para a M2-PK, obtiveram valores de sensibilidade e
especificidade de 67% e 88%, respetivamente, para a distingdo entre DIl e SII.***

Conclui-se, entdo, que, apesar de exibir um potencial valor como marcador de
inflamacdo gastrointestinal, a M2-PK apresenta pior desempenho do que a

calprotectina. J4 o0 S100A12 parece apresentar um desempenho semelhante.

5.6 Utilidade na avaliacéo da atividade da doenca

Em anos recentes crescente interesse no valor dos marcadores fecais na
monitorizacdo da DIl conduziu a numerosos estudos investigativos da sua correlagéo
com o grau de atividade da doenca, medido através da histologia e endoscopia.

Estudos recentes comparando a calprotectina e a lactoferrina sugerem que
ambos os marcadores sdo igualmente (teis na avaliacdo da atividade da doenca.***

Ambos os marcadores demonstraram diferenciar doenca ativa da inativa ou
remissiva em pacientes, quer em pacientes com DC quer em pacientes com

152,173,175,177-179,186-191
Cu.

Esta correlagéo tende a ser maior com a atividade inflamatoria avaliada histo e

endoscopicamente do que com os indices clinicos*®!/4185187.189-191

e, por exemplo,
alguns estudos néo verificaram sequer qualquer associacdo entre a calprotectina fecal
e indices clinicos.***®192 Além disso, os marcadores fecais parecem ser os que
melhor se correlacionam com a atividade inflamatéria a colonoscopia
comparativamente com outros biomarcadores ou indices clinicos. 85189191

Curiosamente, alguns estudos concluiram que ambos o0s marcadores
associaram-se melhor com a inflamagdo demonstrada a andlise histoldégica do que
com a demonstrada através de achados endoscopicos sugerindo que podem ser mais
sensiveis a inflamacdo do que esta modalidade na avaliacdo da atividade da
doenca.’™"® Assim sendo, estes marcadores podem detetar atividade inflamatéria
residual em pacientes com presumivel doenca quiescente.

Em geral, ambos os marcadores parecem associar-se melhor com a DC

|40,176,187,191-195

limitada ao cdélon do que com a doencga ileocdlica ou ilea e com um

fenotipo inflamatério por oposicdo com um fenétipo estenosante e/ou perfurante. %
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De facto, na DC limitada ao ileo a calprotectina e a lactoferrina néo se correlacionaram
com a atividade inflamatéria a colonoscopia.*®" %

Na CU Ricanek et al demonstraram que a concentracdo média da calprotectina
fecal era maior em pacientes com doenca extensiva do célon esquerdo comparada
com a proctite.’®® A correlagdo entre indices clinicos e atividade inflamatéria &
colonoscopia, virtualmente ndo existente na DC, parece existir na CU. %’

Ambos os marcadores parecem também estar mais associados com o grau de
inflamacao do que com a extenséo da doenca.*

A sensibilidade para estes marcadores em identificar doenca ativa baseada no
estudo endoscépico varia entre 70% a 100% com especificidade entre 44% a 100%.3®

Os valores de cut-off para a lactoferrina variam entre 7,5 e 10 ug/g.* Ja para a
calprotectina os valores de cut-off publicados variam entre os 18,6 e os 250 ug/g.***®

Foell et al demonstraram correlagbes entre as concentracdes elevadas de
S100A12 e a doenca ativa.™® Kaiser et al concluiram que S100A12 apresentaria a
melhor correlagdo com o score inflamatério incorporando achados histolégicos e
endoscapicos relativamente a outros biomarcadores.*®’

Chung-Faye et al, por sua vez, enquanto investigavam a utilidade da M2-PK na
DIl revelaram que os seus niveis (U/mL) mostraram-se significativamente elevados na
doenca ativa quando comparada com a doenca remissiva.'®* Também na populacéo
pediatrica isso foi demonstrado com a concentracdo fecal desta enzima a diminuir

significativamente com a remissdo da CU.*®

5.7 Utilidade na avaliacdo a resposta terapéutica e da
cicatrizacdo da mucosa

O sucesso terapéutico na DIl, avaliado através dos indices clinicos tende a
refletir o bem-estar do paciente e a sua qualidade de vida em vez do grau de
inflamacéo da mucosa.**'*® Existe evidéncia de que, tanto na DC como na CU, a
cicatrizacdo da mucosa esta associada com a remissao sustentada da atividade da
doenca e reduzida necessidade de cirurgia, tornando-se o seu atingimento 0 novo
objetivo do tratamento da DII.2992%

A confirmacao rotineira da remissao por via endoscopica e histologica nédo é
realista e marcadores biologicos capazes de a estimarem indiretamente sé&o
necessarios.’® As concentracées dos marcadores fecais parecem estar altamente
correlacionadas com a atividade inflamatéria a colonoscopia e histologia e, por isso,

tém sido sugeridos como potenciais avaliadores da resposta & terapéutica.®®
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Rgseth et al provaram que a normalizagdo dos valores de calprotectina fecal
correspondia a cicatrizagdo da mucosa avaliada endoscopicamente quando
verificaram que apenas 1 dos 35 pacientes com DIl em remisséo clinica apresentava
inflamacao ativa da mucosa a colonoscopia com concentracdo de calprotectina inferior
a 50 pg/g.**

Wagner et al investigaram 38 pacientes com DIl ativa (11 DC, 27 CU) tratados
com 5-ASA ou varias combinagBes de 5-ASA, prednisolona e azatriopina. Apés 8
semanas, 82% dos pacientes apresentavam resultados normais de colonoscopia e a
normalizacdo dos valores de calprotectina fecal era 100% preditiva de resposta
completa ao tratamento.?*

Tem sido demonstrado que em pacientes com remissao clinica induzida por
corticosterdides, os valores de calprotectina fecal permanecem elevados.'™*** Este
achado esta em linha com estudos prévios que demonstram cicatriza¢cdo da mucosa
incompleta em pacientes tratados com este grupo de farmacos.?*?%

Sipponen et al provaram que os valores de calprotectina e lactoferrina fecais
normalizaram em pacientes com DC que atingiram remissdo endoscépica apoés
tratamento com anti-TNFa.?42%°

A lactoferrina fecal também mostrou utilidade na monitorizacdo de pacientes
sob terapia com infliximab.?%

Foell et al reportaram correlagfes entre os valores de S100A12 e a atividade
da DIl mas também que os valores desta proteina diminuiam apds intervengdo com
infliximab.**°

Sendo um, relativamente novo, candidato a marcador para avaliar a atividade
da DII, ndo foram ainda conduzidos muitos estudos que tenham avaliado o valor
clinico da M2-PK a resposta terapéutica.

Recentemente, Turner e seus colegas revelaram a primeira comparagao
sisteméatica entre a utilidade de calprotectina, lactoferrina, S100A12 e M2-PK numa
crise severa de CU em pacientes pediatricos.””” Das 101 criancas, 26 eventualmente
mostraram-se ndo responsivas ao tratamento com corticosterdéides e nenhum dos
marcadores foi capaz de medir a resposta ao tratamento. Curiosamente, contudo, o
M2-PK demonstrou apresentar um bom valor preditivo positivo, 0 melhor entre os 4, na
identificacdo dos casos refratarios ao tratamento intravenoso com corticosteroides,
sugerindo a sua possivel utilidade como medidor objetivo da previsdo do resultado da

terapéutica no caso de crises severas da CU.
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5.8 Utilidade na previséo de recorréncia da DIl

A maioria dos pacientes em remissao clinica parece apresentar algum grau de
inflamacado residual da mucosa e a recorréncia sintomatica provavelmente ocorre
apenas quando o processo inflamatério atinge uma intensidade critica.?®® Como o
processo inflamatério é continuo, a estimativa do seu grau de atividade usando um
biomarcador pode fornecer uma medida quantitativa pré-sintomatica do risco iminente
de recorréncia.’® Elevados valores de marcadores fecais tém sido detetados em
pacientes em remissao clinica.’®

Varios estudos demonstraram que os valores de calprotectina fecal podem
prever a recorréncia em 12 meses,04168:193.194,209-212

Gisbert et al incluiram 163 pacientes com DIl em remissdo clinica no seu
estudo.’®® 16 deles (9,8%) experienciaram recorréncia clinica num follow-up de 12
meses e 0s valores de calprotectina fecal destes eram, ao inicio do estudo, maiores do
gue aqueles em que a recorréncia ocorreu apos este periodo de tempo. O risco de
recorréncia era cerca de 30% se os valores superavam os 150 pg/g e 7% se inferiores
a este valor.'®®

Um estudo de 79 pacientes com DIl de Costa et al demonstrou que a
calprotectina fecal correlaciona-se melhor com a recorréncia na CU do que na DC.?*°

Os valores de calprotectina fecal inferiores a 150 ug/g parecem indicar uma
remissdo da doenga com menor risco de recorréncia e um aumento deste marcador
precocemente durante a remissao clinica pode ser um bom preditor de
recorréncia, 3193194

O mesmo estudo de Gisbert et al estabeleceu a conclusdo de que a
determinacgéo dos valores de lactoferrina fecal pode ser util na previsdo da recorréncia
clinica, especialmente durante os primeiros 3 meses, em ambos 0s subtipos.*®®

Em outro estudo, pacientes que experienciaram um flare clinico em 2 meses
apos a colheita das fezes demonstraram maiores concentracdes de lactoferrina do que
aqueles que permanecerem em remissao clinica.'®®

Relativamente ao papel do S100A12 e M2-PK como marcadores de futura
recorréncia, estes ainda nao foram considerados em estudos pediatricos ou de

adultos. 4160

28



6. Biomarcadores do futuro

A descoberta de novos biomarcadores € uma area de pesquisa ativa e 0s
métodos atualmente usados neste campo incluem abordagens baseadas nas
plataformas tecnolégicas existentes que permitem explorar e identificar diferencas nos

estudos genéticos, proteicos e metabdlicos.

6.1 Estudos metabodlicos

Andlises comparativas dos perfis metabdlicos nos pacientes com DIl e em
modelos animais representam uma area de proficua investigacdo que tem revelado
varios potenciais alvos para avaliacdo da DII.**

Alguns estudos tém estudado metabolitos especificos ao passo que outros
recorrem a analises metabol6micas totais. Fezes, urina, tecido intestinal e plasma tém
constituido o substrato para estes estudos. Porquanto a variabilidade entre estudos
exista, vias metabdlicas que incluam aminoacidos e produtos metabdlicos associados
ligados a inflamagéo intestinal ou a bactérias comensais tém sido bastante elucidados.

Estudos recentes identificaram um papel na inflamacdo intestinal e na DIl
associado a enzima indolamina 2,3 dioxigenase (IDO1) que age como o0 primeiro e
limitante passo no catabolismo do triptofano ao longo da via da quinurenina.?**%'

Gupta et al descobriram que o0s niveis plasmaticos de triptofano
correlacionavam-se com a gravidade da atividade da DC bem como com os reagentes
de fase aguda VS e PCR.?* Concluiram também que o ratio Q/T
(Quinurenina/Triptofano) era util na identificagdo de pacientes com doenga ativa colica,
ileocdlica e ileal e & medida que a remissdo se instalava, os niveis de triptofano
aumentavam, enquanto que os de quinurenina e, por conseguinte, o ratio Q/T
diminuiam. Mais a mais, a normalizacdo da expressdo de IDO1 mucosa apds
tratamento da DC com infliximab também foi reportado.?'®

Williams et al, por seu lado, usando perfis metabdlicos a partir de andlises a
urina focaram-se em metabolitos associados a bactérias comensais.”’” Em pacientes
com DC versus controlos ou pacientes com CU, valores de hipurato e sulfato de
cresol-4 eram significativamente menores contrapondo com valores de formato
significativamente maiores.

Um outro aminoécido, L-arginina, tem sido recentemente investigado na DII.
Hong et al demonstraram valores plasmaticos aumentados em pacientes com CU e
correlacionados com a gravidade da inflamac&o & histologia.?*®

Maior standardizacdo das técnicas e amostras analisadas devem melhorar a

precisdo desta modalidade.
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6.2 Perfis de expressédo genética

Perfis de expressdo genética tém sido examinados como biomarcadores
preditivos na DIl humana. Uma vez que todos os subtipos desta patologia s&o
disfungbes multi-genéticas com patofisiologias complexas, € mais provavel que
painéis, ao invés de um anico biomarcador, possam ser mais capazes de os distinguir.

Decorrem atualmente estudos com micro-arranjos de ADN, capazes de testar
cerca de 100 mutacdes genéticas associadas a DIl, com o intuito de estimar a sua
utilidade como preditores da evolucao clinica, do surgimento de complicacdes e de
resposta a certas farmacoterapias.”*® Arijs et al demonstraram o valor preditivo de
perfis de expressdo de genes epiteliais na resposta ao infliximab em pacientes com
DC e CU, apesar de requererem colonoscopia para obtencéo de bidpsias.??*#*

Um recente estudo de Burakoff et al concluiu que um painel de 4 genes
distintos foi capaz de diferenciar com precisdo pacientes com DC, CU e controlos com
diarreia.?*?

Uma modalidade também recente assenta na diferenca de padrbes de
expressdo de miARNs (microARNs) como diferenciadora dos diferentes subtipos de
DIl. MicroARNs sé@o pequenos ARNs nado-codificantes que agem como reguladores
negativos da expresséo genética e apresentam um alto papel na regulacdo imune.?**
Estudos recentes conseguiram identificar varios miARNS especificamente associados
a cada um dos subtipos da DII, capazes de os distinguir com elevada precis&o.?**?**

Estes e outros resultados promissores necessitam de avaliagdes consequentes
em maiores amostras e com niveis varidveis de atividade de doenca para
determinarem a sua utilidade clinica.

6.3 Andlises protedOmicas

Protedmica € a ciéncia da area de biotecnologia que estuda o conjunto de
proteinas e das suas isoformas contidas numa amostra biolégica. O estudo
do proteoma (conjunto completo de proteinas e isoformas numa célula),é um método
direto usado para identificar, quantificar e estudar as modificacbes pés-traducionais
das proteinas numa célula.

Significativos avangcos na tecnologia usada para a identificacdo de perfis
protedmicos despertaram o interesse no uso desta modalidade na avaliacdo da DII.
Abordagens atuais incluem também analises subprotedmicas que analisam diferencas
nos compartimentos e organelos celulares bem como nos fluidos biolégicos. Na DI,

estas tém-se revelado prometedores na identificacdo da doenca ativa, nha
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diferenciacdo dos seus subtipos e na previsdo da resposta a terapia anti-TNFa e em

providenciar esclarecimentos sobre a sua patofisiologia.?*>#*°

31



7. Conclusao

O diagndstico e o acompanhamento dos pacientes com DC e CU dependem,
essencialmente, de parametros clinicos, endoscépicos e histolégicos. A analise
radiolégica e laboratorial parece ser aditiva e acessoria. Contudo, existem algumas
limitacbes inerentes ao uso destes métodos convencionais devido essencialmente a
presenca de casos com DIl ndo classificavel, ao carater oneroso e invasivo do repetido
uso do método endoscopico e a falta de ferramentas de previsédo do curso da doenca.

Os biomarcadores parecem poder dar resposta a estas limitacbes na medida
em que fornecem dados reprodutiveis, quantitativos, rapidos e, preferencialmente,
menos dispendiosos sendo ja usados na prética clinica na assessoria do diagndéstico
das DIl, diferenciacdo entre os seus subtipos, avaliacdo da atividade da doenca e
previsdo de recorréncia.

Apesar de ser o marcador sorolégico melhor estabelecido e mais usado em
termos histéricos nas DIl, a PCR apresenta, pelo facto de ser um marcador de
inflamacédo sistémica, limitada utilidade no diagndéstico e na diferenciacdo entre os
subtipos da DIl. Contudo, a presenca de elevados valores de PCR-as aquando do
diagnostico, principalmente da DC, correlacionam-se com maior probabilidade de
recorréncia clinica, fenotipo agressivo e necessidade de terapia biolégica. Devido a
rapidez da obteng&o da sua analise, pode, em conjunto com a avaliagdo clinica, ser
suficiente para prever inflamacéo ativa da mucosa.

Devido a falta de sensibilidade, os anticorpos nédo sdo aconselhaveis para o
uso no estabelecimento do diagndstico de DIl mas antes na diferenciacdo dos seus
subtipos, particularmente com o uso de painéis de anticorpos. De acordo com a
crescente evidéncia da associagcdo entre a magnitude da seroreatividade aos
anticorpos e fendtipos clinicos especificos, talvez a importdncia maior da utilidade
destes marcadores seja a estratificagdo de pacientes de acordo com o risco para
fendtipos agressivos da doenca e complicacfes associadas, especialmente na DC. Tal
score de risco que integre marcadores da resposta imune, caracteristicas clinicas e
também genéticas poderia permitir a aplicacdo de estratégias terapéuticas
personalizadas e melhor monitorizacao dos pacientes em risco. Contudo, h& evidéncia
insuficiente na sua utilidade na monitorizacdo do tratamento.

Os marcadores fecais pela sua especificidade ao trato gastrointestinal revelam-
se altamente (teis, especialmente a calprotectina e lactoferrina, na diferenciagéo entre
DIl e doencgas gastrointestinais ndo inflamatérias com clara superioridade em relagdo a
todos os outros biomarcadores neste aspeto. Ainda que ndo substituam a capacidade

diagnéstica da colonoscopia, a criagdo de um algoritmo com valores de cut-off
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validados poderiam intervir na reducdo de colonoscopias necessarias para 0
estabelecimento de DIl. Demonstram também uma melhor correlagdo na avaliagdo da
inflamag&o da mucosa do que todos os outros marcadores e até indices clinicos e
ainda que a colonoscopia com biépsia da mucosa se apresente como gold-standard
na avaliacdo da extensdo e gravidade da atividade da doenca, os marcadores fecais
podem permitir uma avaliacdo ndo-invasiva da monitorizacao da atividade da doenca e
avaliacdo a resposta terapéutica, especialmente quando uma dinamica de avaliagfes
repetidas se impde. A elevagdo dos valores de marcadores fecais aquando do
diagnostico e até em pacientes em remisséo clinica estdo fortemente associados com
um alto risco de recorréncia num follow-up de 12 meses, indicando que avaliacdes
repetidas podem ser bastante Gteis na previsdo de recorréncias. Neste aspeto, 0s
marcadores S100A12 e M2-PK carecem ainda de mais estudos.

Melhorias nos estudos gendmicos, protedmicos e metabolémicos tém facilitado
a descoberta de novos biomarcadores. Metabolitos como o triptofano ou a L-arginina,
perfis de expresséo genética ou miARNs associados a DC ou UC ou até componentes
proteicos celulares e subcelulares parecem bastante promissores na identificagdo da
doenca ativa, na diferenciacédo dos subtipos da DIl e na previsdo da resposta a terapia
e podem abrir um novo caminho na etiopatogénese destas doengas com consequente

melhoria dos cuidados.
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9. Anexos

Tabela |. Prevaléncia individual de anticorpos serolégicos (%)

Prevaléncia (%)

Anticorpos Imunoglobulinas DC Ccu ODGI  Saudaveis Referéncias

ASCA IgG e/ou IgA 2980  0-29 0-23 0-16 43,60,78,79,81,
84,87,88,94,95,
105-107

ACCA IgA 8-25 5-7 3-20 0.5-12 58,84,81,85,60

ALCA IgG 17.7-27 3-8 9 2 77-79,81

AMCA IgG 12-28 7 8 9

Anti-L IgA 11-26 3-7 23 1-10 60, 77,81,86

Anti-C IgA 10-25  2-11 11 2-12

Anti-OmpC IgA 24-55 2-24 5-11 5-20 78,81,86,88,94,
95, 106,107

Anti-12 IgA 38-60 2-10 19 5-15 94,73,81,86,95,
106

Anti-CBirl IgG 50-56 6 14 8 64,96

Anti-Fla-X IgG e/ou IgA 52-57 6-10 26 2-7 93,103

Anti-A4-Fla2 IgG e/ou IgA 48-59 6-8 29 0-7 93,103

PANCA IgG 2-38 20-85 8 0-8 57,64,68,80,81,
88,94,105,107

Anti-GP2 IgG e IgA 22-39 0-24 0-22.3 0-8 57,71,78,97,100,
104

GAB IgG e IgA 1.4-33 12-46 0-9.3 1.9 57,72 73,100

DC, Doenca de Crohn; CU, Colite Ulcerativa; ODGI, outras doengas gastrointestinais; ASCA, anti-Saccharomyces
cerevisiae; ACCA, anti-chitobioside carbohydrate antibody; ALCA, anti-laminaribioside carbohydrate antibody;
AMCA, anti-mannobioside carbohydrate antibody; Anti-C, anti-chitin carbohydrate antibody; Anti-L, anti-laminarin
carbohydrate antibody; Anti-OmpC, anti-outer membrane porin C antibody; Anti-I2, anti-I2 antibody; Anti-CBir1, anti-
CBirl antibody; anti-Fla-X, anti-flagellin X antibody; anti-A4-Fla2, anti-A4flagellin2 antibody; pANCA, atypical
perinuclear anti-neutrophil cytoplasmic antibody. Anti-GP2, anti-glycoprotein 2 antibody; GAB, anti-goblet cells
antibody;
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Tabela Il. Anticorpos na diferenciagdo entre DC e CU

Anticorpos Sensibilidade Especificidade VPP VPN Referéncias
(%) (%) (%) (%)
ASCA+ 37-72 82-100 87-95 38-68 | 3,60,78,79,
81,85-89,97
pANCA- 52 91 85 65 43,85-87,97
ACCA 9-21 84-97 78-87 24-52 | 60,78,79,81,
85-87
ALCA 15-26 92-96 7890 25-53 | 60,78,79,81,
85-87
AMCA 12-28 82-97 65-92 25-52 | 60,78,81,85-
DC
87
Anti-L 10-25 93-97 90-91 30-40 | 60,81,86,87
Anti-C 18-26 90-98 87-88 29-39 | 60,81,86,87
Anti-OmpC 20-55 81-88 83 25 78,87
Anti-12 42 76 - - 87
PAB 22-46 77-100 69-100 48-75 | 57,73,97,98,
100
ASCA+/pANCA- 46-64 92-99 86-97 44-82 | 73,86-88,97
PAB+/ASCA+/ 16-34 97-100 100 66—72 | 98,100
PANCA-
pANCA+ 50-71 75-98 74-95 49-84 | 3,57,86,87,
97
CU | pANCA+/ASCA- 42-58 81-100 93-100 43 57,86,87,97
GAB 12-46 98 75-93 70-74 | 57,87,98
pANCA ou 82 98 96 89 98
GAB+/PAB-

VPP: Valor preditivo positivo; VPN: Valor preditivo negativo
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Tabela lll. Associagdo de anticorpos com fenotipo DC (%)

Anticorpos Caracteristicas fenotipicas DC Referéncias
Atingimento GIS, Oral e ID 17,84,85,60,
ASCA Inicio precoce 93,78,79,81
(ASCA+/pANCA-) Penetrante e/ou estenosante 88,95,105,10
> risco de progresséao para complicagdes e necessidade de cirurgia | 6,107,90-
92,109-112
Sem atingimento ID 91,96
ACCA Penetrante 78,85
> risco de progresséo para complicacdes e necessidade de cirurgia
Sem associacao a fen6tipo complicado 81,84
Com ou sem atingimento ID (dados conflituosos) 60,78,84,85
Penetrante e/ou estenosante 78,84
> risco de progresséo para complicacdes e necessidade de cirurgia
ALCA
Sem associagdo a fenétipo complicado 78,81,85,91
Sem atingimento ID 60,78,85
Penetrante e/ou estenosante 78,81
> risco de progresséo para complicagdes e necessidade de cirurgia
AMCA
Sem associa¢do a fenétipo complicado 81,84
Atingimento ID 60,81,84
Anti-L Penetrante
> risco de progresséo para complicacdes e necessidade de cirurgia
Sem atingimento ID 60,81
Anti-C Penetrante
Forte associagdo com necessidade cirurgia
Sem atingimento ID 85,78,88,95,
Anti-OmpC Penetrante e/ou Estenosante 106,108,92,
> risco de progresséao para complicag@es e necessidade de cirurgia | 112,
Sem atingimento ID 95,106,108,
Anti-12 Estenosante 112

> risco de progresséo para complicagfes e necessidade de cirurgia

Atingimento ID*
Anti-CBirl Inicio precoce 108,96
Penetrante e/ou Estenosante **

Anti-A4-Fla2 Atingimento ID 93,103
Anti-Fla-X Estenosante e/ou Penetrante
> risco de progresséao para complicagdes e necessidade de cirurgia

pANCA Doenca “UC-like” localizada ao Colon 78,86,87,101
(ASCA-/pANCA+) N&o-estenosante e ndo-penetrante
Baixo risco de necessidade cirurgia

DC, Doenca de Crohn; ASCA, anti-Saccharomyces cerevisiae; ACCA, anti-chitobioside carbohydrate
antibody; ALCA, anti-laminaribioside carbohydrate antibody; AMCA, anti-mannobioside carbohydrate
antibody; Anti-C, anti-chitin carbohydrate antibody; Anti-L, anti-laminarin carbohydrate antibody; Anti-OmpC,
anti-outer membrane porin C antibody; Anti-12, anti-I2 antibody; Anti-CBirl, anti-CBirl antibody; anti-Fla-X,
anti-flagellin X antibody; anti-A4-Fla2, anti-A4flagellin2 antibody; pANCA, atypical perinuclear anti-neutrophil
cytoplasmic antibody. ID, Intestino Delgado; GIS, Gastrointestinal superior
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