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RESUMO

Fundamentacdo: A inflamacgao intestinal esta intimamente relacionada com a
fisiopatologia das Espondiloartrites (SpA). A calprotectina fecal, uma proteina
citosodlica importante liberada durante a ativacao de neutrdfilos, tem sido usada para
medir o grau de inflamacéo intestinal. O feno6tipo da SpA pode mudar de acordo com
a populagado estudada, enfatizando a importancia dos estudos locais. Objetivo:
Estudar os niveis de calprotectina fecal em uma amostra de SpA em pacientes
brasileiros e sua relacdo com variaveis epidemioldgicas, clinicas e de tratamento,
bem como com o grau macro e microscopico de inflamagao intestinal. Métodos:
Foram estudados 85 pacientes com SpA para as caracteristicas epidemioldgicas e
clinicas, indices funcionais e inflamatérios e niveis de calprotectina fecal medidos
por ELISA (BUuhlmann, Basel, Switzerland). Colonoscopia com bidpsias intestinais
(ileo terminal, ascendente do cdlon, transversal e descendente e reto) foi realizada
em 39 deles. No momento da colonoscopia, uma segunda dosagem de calprotectina
foi feita apds a suspensao, de pelo menos 4 semanas, de drogas anti-inflamatodrias
nao esteroidais usadas (AINHs). Resultados: Em 24/85 (28,2%) dos pacientes, a
calprotectina fecal foi <50 ug /g; em 43/85 (50,5%) os valores estavam entre 50 e
200 yg /g e em 18/85 foram > 200 ug /g. Na analise univariada, os niveis de
calprotectina fecal foram maiores nos pacientes com espondilite anquilosante (p
<0,0001), em individuos com envolvimento axial (p = 0,002) e naqueles com uveite
(p = 0,04); foi menor nos com envolvimento da pele (p = 0,0004). Nenhuma
associacdo foi encontrada dos valores da calprotectina com parametros
inflamatdrios e funcionais da SpA, queixas gastrointestinais, presenca de HLA B27 e
medicamentos usados (todos p = ns). O estudo de regressao multipla mostrou que
apenas o diagnostico de SpA e envolvimento axial foi associado independentemente
com niveis de calprotectina. Apds a suspenséo de AINEs, observou-se uma queda
nos niveis de calprotectina fecal (de valores medianos de 215,0 ug /g para 76,0 ug
/g; p = 0,01). Na colonoscopia, 33,3% dos pacientes apresentaram sinais
macroscopicos de inflamagdo e esses pacientes apresentaram maior valor de
calprotectina do que outros (p = 0,009). O exame microscopico mostrou que todos
0s pacientes apresentavam infiltrado linfoplasmocitico e infiltrado eosinofilico; a
erosao epitelial esteve presente em 27,2% e 92,5% apresentaram hiperplasia
linfoide. Conclusdes: Pacientes com espondilite anquilosante e formas axiais da
doenca tém niveis mais altos de calprotectina do que as demais formas de SpA.
Individuos com todos os tipos de SpA apresentam alteracdes inflamatorias
microscopicas no intestino.

Palavras-chave: Calprotectina fecal. Intestino. Inflamagdo. Espondiloartrite.
Espondilite anquilosante.



ABSTRACT

Background: Gut inflammation is closely related to Spondyloarthritis (SpA)
pathophysiology. Fecal calprotectin, a major cytosolic protein released during
neutrophils activation, has been used to measure the degree of gut inflammation.
The phenotype of SpA may change according to studied population stressing the
importance of local studies. Aim: To study the fecal calprotectin levels in a sample of
SpA in Brazilian patients and its relationship with epidemiological, clinical and
treatment variables as well as with the macro and microscopic degree of gut
inflammation. Methods: Eighty-five SpA patients were studied for epidemiological and
clinical features, functional and inflammatory indexes and fecal calprotectin levels
measured by Blhlmann (Basel, Switzerland) ELISA kit. Colonoscopy with intestinal
biopsies (terminal ileum, colon ascendant, transverse and descendent and rectum)
were done in 39 of them. At time of colonoscopy, a second calprotectin level was
done after suspension of, at least, 4 weeks of used anti-inflammatory nonsteroidal
drugs (NSAIDs). Results: In 24/85 (28.2%) of the patients, the fecal calprotectin was
<50 ug/g; in 43/85 (50.5%) the values were between 50 and 200 pg/g and in 18/85
were >200 ug/g. In univariate analysis fecal calprotectin levels were higher in
Ankylosing Spondylitis patients (p<0.0001) and in those with axial involvement
(p=0.002) and uveitis (p= 0.04); it was lower in those with skin involvement
(p=0.0004). No relationship was found with SpA inflammatory and functional
parameters, gastrointestinal complaints, presence of HLA B27 and used medications
(all p=ns). Multiple regression study showed that only the diagnosis of SpA and axial
involvement were independently associated with levels of calprotectin. After
suspension of NSAIDs, a drop in fecal calprotectin levels was observed (from median
levels of 215.0 pg/g to 76.0 pg/g; p=0.01). In the colonoscopy, 33.3% had
macroscopic signs of inflammation and these patients had higher calprotectin
(p=0.009) than others. Microscopic examination showed that all patients had
lymphoplasmacytic infiltrate and eosinophilic infiltrate; epithelial erosion was present
in 27.2% and 92.5% had Iymphoid hyperplasia. Conclusions: Patients with
ankylosing spondylitis and axial forms of diseases have higher calprotectin levels and
that patients with all types of SpA have microscopic inflammatory changes in the gut.

Keywords: Fecal calprotectin. Gut. Inflammation. Spondyloarthritis. Ankylosing
Spondylitis.
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1 INTRODUGAO

1.1 CONTEXTO E PROBLEMA

As espondiloartrites (EpA) sdao um grupo heterogéneo de doengas
inflamatdrias crénicas que podem afetar tanto o esqueleto axial quanto periférico e
apresentar em seu espectro clinico o envolvimento de outros 6rgaos que se reflete
em manifestagcdes como uveite, psoriase e doenca inflamatdria intestinal. Fazem
parte desta entidade doengas como artrite reativa, artrite psoriasica, alguns tipos de
artrite idiopatica juvenil, assim como a espondiloartrite indiferenciada, a artrite
associada a doencga inflamatdria intestinal (DIl) e a espondilite anquilosante (EA),
que é a mais frequente e o protétipo deste grupo de doencas. Inflamacado do
esqueleto axial e periférico com neoformagdao o6ssea levando a anquilose e
associagao genética com HLA B27 sao caracteristicas que distinguem as EpAs entre
as doencgas reumatolégicas (DOUGADOS; BAETEN, 2011; BAETEN, 2013).

A doencga tem uma prevaléncia semelhante a da artrite reumatoide, de cerca
de 1% da populagédo variando conforme a prevaléncia local do HLA B27 (AKKOC,
2008, REVEILLE, 2012; STOLWIJK et al.,, 2012). Afeta predominantemente a
populagao jovem. Tais caracteristicas somadas a seu carater de comprometimento
articular potencialmente debilitante, faz com que esta doenga acarrete relevante
morbidade ao individuo acometido e gere um negativo impacto socioeconémico
(FABREGUE et al., 2012; MICHELSEN et al., 2015).

O envolvimento intestinal nas EpAs tem sido extensamente estudado. Dados
apontam para o fato que cerca de 50% destes pacientes podem apresentar
inflamagéao intestinal sem ter sintomas gastrointestinais (CURVELIER et al., 1987;
MIELANTS et al.,, 1995 a; VAN PRAET et al., 2013). O achado de inflamacéao
microscopica intestinal nas EpAs é um fator de risco para doenca ativa, esta
associado a maior inflamacédo axial e progressédo estrutural, e maior risco de
desenvolvimento de doenca de Crohn (VAN PRAET et al., 2013), fatores que podem
caracterizar doenga mais grave. Tais achados sugerem que a inflamagao intestinal
pode ter um papel relevante ndo s6 na manifestacdo clinica, como também na
etiopatogenia desta doenca e deve ser considerada no contexto de decisdo

terapéutica.
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Pelo fato de se tratar de individuos sem sintomas intestinais, o rastreio torna-
se um desafio por atualmente envolver o exame de ileocolonoscopia, um exame
invasivo, muitas vezes de acesso restrito e dispendioso.

A calprotectina fecal (CF) € um biomarcador de inflamacgao intestinal e seu
uso esta bem estabelecido nas doengas inflamatdrias intestinais (MATZKIES, 2012).
Kotze et al. (2015) demonstrou através da avaliagdo de pacientes brasileiros que a
determinacao da calprotectina fecal € uma ferramenta util na diferenciacdo entre
doenca inflamatdria intestinal ativa e inativa assim como entre estas e a sindrome do
intestino irritavel, o que esta em concordancia com literatura mundial (WAUGHT,
2013; WALKER, 2018). Nas EpAs, trabalhos tém demonstrado que este marcador
pode ser util na identificacdo de pacientes com inflamacao intestinal subclinica
(KLINGBERG et al., 2012; CYPERS et al., 2016).

As EpAs sao um grupo heterogéneo de doencas que acometem diversos
sistemas. O uso de biomarcadores nao invasivos, tornam mais facil a identificagao
dos pacientes sob maior risco de inflamacao intestinal. Além disso, evita submeter
individuos a ileocolonoscopia, que € um exame invasivo, caro e frequentemente de
dificil acesso. Até o momento, sdo escassos os estudos que tenham avaliado a
inflamacao intestinal em pacientes brasileiros com EpA. Por este motivo

apresentamos o seguinte estudo.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o uso da calprotectina fecal na identificacao de inflamagéao intestinal

em pacientes com EpA.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a correlacdo entre niveis de calprotectina fecal com parametros de
atividade de doenca
Avaliar a correlagao de niveis de calprotectina fecal com manifestagées

clinicas e uso de medicacdes



Avaliar a correlacdo de niveis de calprotectina fecal

histopatoldgicos

18

com achados
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESPONDILOARTRITES

As espondiloartrites formam um grupo de doencas inflamatérias que
compartilham manifestagdes clinicas, mecanismos imunopatolégicos e associacao a
marcadores genéticos, como ao antigeno de histocompatibilidade classe |, HLA B27.
O comprometimento musculoesquelético abrange a sacroiliite, espondilite, artrite,
dactilite e entesite (pontos de inser¢do de musculos e tenddes na estrutura dssea)
(DOUGADOS; BAETEN, 2011; VAN TUBERGEN, 2015), sendo este ultimo sinal
clinico, entesite, recentemente considerado como chave no desencadeamento da
doenca (SCHETT et al., 2017).

Faz parte do espectro clinico das EpA a presenca de manifestacdes extra-
articulares que se expressam como uveite, psoriase e doencga inflamatdria intestinal.
Uveite ocorre em cerca de 25 a 30% dos pacientes, psoriase em cerca de 10 a 25%
e doenca inflamatéria intestinal entre 5 e 10% (VAN TUBERGEN, WEBER, 2012).

As doencas que compde esta entidade sao a artrite reativa, artrite psoriasica,
algumas formas de artrite idiopatica juvenil que sdo chamadas artrites relacionadas
a entesite, artrite associada a doenca inflamatdria intestinal, espondilite anquilosante
e espondiloartrite indiferenciada. Estas subdivisbes respeitam o fato que embora
sejam doengas relacionadas, tém apresentagdes fenotipicas distintas (DOUGADOS,;
BAETEN, 2011).

Moll et al. (1974) propuseram o termo espondiloartropatias soronegativas,
atualmente chamadas espondiloartrites, para referir-se a um grupo de doengas que
se caracterizavam pela auséncia do fator reumatoide. E importante separar as EpAs
da artrite reumatoide, pois apresentam diferencas ndo s6 quanto a clinica articular
como extra-articular, fisiopatologia, componentes imunoldgicos envolvidos, resposta
terapéutica e prognostico.

A etiopatogenia das espondiloartrites envolve fatores ambientais e fatores
genéticos com caracteristicas muitas vezes semelhantes a outras doencgas
inflamatdrias autoimunes, como é o caso das doencas inflamatorias intestinais. Um
exemplo é o polimorfismo do gene CARD 15 que esta associado a um risco maior de

desenvolver doenca de Crohn e é considerado preditor de DIl em pacientes com
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espondiloartrites e sacroiliite em pacientes com doenca de Crohn. Outro fator
genético bastante estudado é o HLA B27, cuja associacdo, embora reconhecida
ainda nao é completamente compreendida. Outros componentes genéticos incluem
genes do ERAP-1, do receptor de IL- 23 e do receptor da IL-6, da IL-12B (SCHIOTIS
et al., 2008).

A espondilite anquilosante € a doenga mais prevalente e mais estudada deste
grupo. Utiliza-se como critério classificatorio o critério de Nova lorque Modificado
proposto por van der Linden et al. (1984). Este critério exige ao menos um critério
clinico de sinal ou sintoma axial e um critério radiografico, caracterizado por
sacroiliite visualizado em exame de radiografia, exame de imagem disponivel até
entao.

Apods o surgimento de medicagdes com potencial para impactar positivamente
na evolugao da doenca por melhorar a sintomatologia, fungao e qualidade de vida
dos pacientes, fez se necessario a elaboragao de critérios classificatérios que
possibilitassem a detec¢cao da doenca em fase precoce.

Em 2009, a Sociedade Internacional de Avaliacdo das Espondiloartrites,
referida como grupo ASAS, propds novos critérios classificatorios para as EpAs,
subdividindo-as conforme a manifestagao articular predominante. Neste contexto,
surgiram os termos EpA axial, em que o sintoma determinante é a dorsalgia e EpA
periférica, quando a artrite, entesite e/ou dactilite sdo os sintomas preponderantes
(RUDWALEIT et al., 2009, 2011).

Uma das caracteristicas importantes da nova classificacdo, chamados
critérios ASAS para EpA, foi que passou a se considerar alteragdes inflamatdrias em
articulagdes sacroiliacas detectadas pelo método de imagem de ressonancia nuclear
magnética. Tais lesdes, em sua evolugdo, podem progredir para alteracboes
estruturais vistas em exame radioldgico, porém estes refletem achados mais tardios
da doenca. Foi entdo que se possibilitou a identificacdo de pacientes em fase
precoce de doenca. Criou-se o termo espondiloartrite axial ndo radiografica (EpA ax
nr) para se referir aos pacientes que nao apresentavam alteragdes significativas em
exames radiologicos das articulagbes sacroiliacas, mas apresentavam
caracteristicas clinicas, laboratoriais e/ou sinais sugestivos da doengca na

ressonancia magnética de sacroiliacas.
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As opgbes de tratamento incluem anti-inflamatérios ndo hormonais (AINHs),
sulfassalazina, imunossupressores como metotrexate, leflunomida e ciclosporina e
medicamentos bioldgicos como os anti TNF-a (adalimumabe, infliximabe,
certolizumabe pegol, golimumabe e etanercept), inibidores das interleucinas (IL) 12 e
23 e inibidores da IL17. A decisao terapéutica deve incluir a avalicdo de atividade de
doenca tanto articular quanto extra articular, sendo importante considerar
manifestacbes como uveite, psoriase e doenca inflamatéria intestinal, pois a
repercussao terapéutica em cada sistema é diferente (ELEWAUT, MATUCCI-
CERINIC, 2009; VAN DER HEIJDE et al. 2017).

Estudar as espondiloartrites € de suma importéncia. Esta € uma doencga grave
com potencial para evoluir com anquilose das articulagdes da coluna de tal maneira
que o seu portador pode tornar-se rigido e incapaz de realizar movimentos
necessarios para atividades cotidianas. Além disso, esta doenga causa dor musculo
esquelética que pode ser intensa e incapacitante. Em seu espectro clinico, pode
envolver outros oOrgdos como olhos, pele e intestino, trazendo ainda mais
repercussdes negativas na vida do paciente acometido (MICHELSEN et al., 2015).
Por afetar predominantemente individuos jovens, tem também um relevante impacto
socioeconémico (MARTINDALE et al., 2015).

2.2 ACOMETIMENTO INTESTINAL NAS ESPONDILOARTRITES

2.2.1 INFECCOES INTESTINAIS E SINTOMAS ARTICULARES

O eixo entre intestino e articulagdo comecgou a ser considerada no contexto
das EpA ao se observar que pacientes geneticamente predispostos, como aqueles
com HLA B27 presente, evoluiam com artrite periférica apods infecgdes
gastrointestinais por bactérias como Salmonella typhimurium, Yersinia enterocolitica,
Shigella sp., e Campylobacter jejuni, formando o quadro clinico que conhecemos por
artrite reativa (CURVELIER et al., 1987; GARCIA-KUTZBACH et al., 2018.)

2.2.2 ASSOCIACAO DE ESPONDILOARTRITE E DOENCA INFLAMATORIA
INTESTINAL
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As doengas inflamatdrias intestinais (Dll) sdo representadas pela doenga de
Crohn e colite e/ou retocolite ulcerativa. Ambas se caracterizam por serem doencgas
inflamatdrias cronicas que afetam predominantemente adultos jovens. Fatores como
predisposi¢cao genética, fatores ambientais, desequilibrio do sistema imune tém um
papel no desenvolvimento da doenga. O diagnostico € realizado através de sinais
clinicos, métodos endoscopicos e histologia (TORRES et al., 2016; UNGARO et al.,
2016).

2.2.2.1 RETOCOLITE ULCERATIVA

A retocolite ulcerativa apresenta-se com sintomas clinicos como diarreia
sanguinolenta e tenesmo. Achados endoscoépicos incluem lesdes erosivas e ulceras.
Acomete do reto ao coélon proximal, estando limitada a este segmento. Pode ser
dividida em inflamagcao do reto (proctite ulcerativa), inflamagao limitada ao célon
esquerdo (colite a esquerda) e a pancolite ou colite extensa. Quanto maior o
envolvimento do célon, pior o progndéstico, tendo o paciente maior risco de
desenvolver céancer colorretal (HOMMES; VAN DEVENTER, 2004). Achados
endoscopicos compreendem friabilidade da mucosa e erosdo. A histologia
demonstra inflamagéo aguda e crénica, continua do reto ao célon proximal, e a colite
ativa é definida pela presenca de neutrdéfilos nas criptas, podendo formar abscesso
nestas estruturas. A cronicidade é caracterizada por expansido da superficie basal
com células plasmaticas e linfociticas distorcendo a arquitetura (WRIGHT;
WATKINSON, 1959). A FIGURA 1 ilustra os achados endoscépicos e histolégicos da

colite ulcerativa.

FIGURA 1 — A: ACHADOS ENDOSCOPICOS NA COLITE ULCERATIVA: PERDA DO DESENHO
VASCULAR NA MUCOSA, INFLAMACAO DIFUSA E FRIABILIDADE; B: ACHADOS
HISTOLOGICOS DA RETOCOLITE MOSTRANDO OS ABSCESSOS EM CRIPTA
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abscesso em cripta

A B

FONTE: Hanauer, 2013.

2.2.2.2 DOENCA DE CROHN

A doencga de Crohn pode apresentar-se com sintomatologia de diarreia ndo
sanguinolenta, dor abdominal, fistula perianal, obstipacdo. Pode acometer da boca
até o anus sendo o ileo terminal a por¢gdao mais acometida. O tabagismo ativo
influencia a atividade da doenga. Achados endoscopicos englobam erosdes, lesdes
segmentares serpiginosas, ulceragdes profundas, fistulas e estenoses. Algo que a
difere da retocolite € o acometimento do intestino delgado. A histologia pode mostrar
inflamacéao transmural e agregado linfocitico, lesées com distribuicdo segmentar com
areas de mucosa normal. A histologia evidenciando granuloma ndo caseoso esta
presente de 30 a 50% dos pacientes e é patognomoénico de doenga de Crohn
(GREENSTEIN; JANOWITZ; SACHAR, 1976). A FIGURA 2 ilustra os achados

endoscopicos e histolégicos da doenga de Crohn.
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FIGURA 2 — A: ACHADOS MACROSCOPICOS A ILEOCOLONOSCOPIA EM DOENGA DE CROHN,;
B: ACHADOS HISTOLOGICOS

A Granuloma

FONTE: COLONOSCORPIES, [201-].

2.2.3 INFLAMACAO INTESTINAL SUBCLINICA NAS ESPONDILOARTRITES

Ha cerca de 30 anos, estudos pioneiros evidenciaram que cerca de dois
tercos de pacientes com EpA apresentavam inflamacéao intestinal microscépica sem
apresentar sintomas gastrointestinais. Os achados histolégicos podiam ser divididos
em dois grupos de acordo com as caracteristicas morfolégicas e ndao com tempo de
duracdo de doenca, sendo eles achados inflamatérios agudos (histologicamente
caracterizados por predominio de neutréfilos semelhante a enterocolite bacteriana) e
achados de inflamagao crénica, muito semelhante em sua histologia ao padréao de
doenga de Crohn inicial (JACQUES; ELEWAUT, 2008).

Estudos mais recentes confirmaram estes achados, tendo sido encontrado
inflamagéao intestinal em 50% dos pacientes, sendo cerca de 30% com achados de
inflamagao croénica (VAN PRAET et al., 2013). E importante ressaltar que, além
destes achados de inflamacéao crénica poderem ser considerados uma fase inicial de
doenca de Crohn, estes pacientes tém maior risco para evoluir clinicamente com
doenca inflamatéria intestinal. Cerca de 20% dos pacientes com estes achados
evoluem com doenga de Crohn num periodo de 5 anos (MIELANTS et al., 1995 b).

Um modelo de transicdo de inflamagao intestinal de carater agudo para

cronico foi proposto com intuito de chamar atencdo para uma possivel janela
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terapéutica nesta fase considerando as células estromais que parecem ser pivotais
neste contexto (VAN PRAET et al., 2012).

O fato de esta populagdo de pacientes portadores de EpA usarem
frequentemente medicacbes que podem potencialmente impactar na inflamacgao
intestinal gera duvidas se este achado ndo seria um evento relacionado a seu uso.
Porém, quando comparado pacientes que estavam em uso de AINHs com pacientes
que nao estavam expostos a medicagdo, ndo houve diferenga entre os grupos
considerando a inflamacgao intestinal microscépica (MIELANTS et al., 1991). Além
disso, embora muitos estudos retrospectivos tenham sido realizados com intuito de
esclarecer o papel que o uso de AINHs teria precipitado recidiva de DII, alguns
mostram nao haver associagdo enquanto outros relatam recidiva de sintomas apés
exposi¢cao a medicagao (JACQUES; ELEWAUT, 2008).

Estudos demonstram que pacientes com EpA que apresentam inflamagao
intestinal t€ém maior risco de desenvolver doenga de Crohn, assim como evoluir para
a forma radiografica, espondilite anquilosante, podendo representar um pior
prognéstico (DE VOS et al.,, 1996; TURINA et al., 2014). Um estudo recente
utilizando um método de imagem, ressonancia magnética, para quantificar atividade
inflamatoéria apontou para o fato que os pacientes com inflamagao intestinal
microscopica apresentam areas mais extensas de edema medular 6sseo nas
articulagdes sacroiliacas, reforgando a ligagao existente entre inflamacgao intestinal e
progressao de doencga nas EpA axiais (VAN PRAET et al., 2014).

A alteragdo na mucosa intestinal com um aumento de células inflamatérias,
principalmente neutréfilos, correlaciona as espondiloartrites a doenga inflamatoria
intestinal e o influxo de calprotectina fecal na mucosa pode ser um marcador de

inflamagao intestinal nestes pacientes (CYPERS et al., 2016).

2.3 CALPROTECTINA FECAL

Calprotectina € uma proteina ligadora de calcio e zinco, pertencente a familia
das proteinas S100. Apresenta uma conformacido heterodimérica composta pelas
subunidades S100A8, também chamada proteina 8 mieldide-relacionada (MRP- 8) e
S100A9 (MRP-14), conforme FIGURA 3.
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FIGURA 3 - ESTRUTURA DA CALPROTECTINA

FONTE: Campos, 2013.

Esta presente predominantemente no citoplasma de neutrdfilos, compondo
60% das proteinas soluveis deste grupo de células, podendo também ser
encontrada em outras células fagociticas em niveis menos expressivos. Na mucosa
intestinal é liberada em fase inicial de resposta inflamatéria e pode ser considerada
um marcador de migracdo de neutrdfilos. Em ambiente extracelular tem efeito pro
inflamatorio através de mecanismos dependentes de receptores Toll-like 4, sendo
considerada um marcador de ativacao de sistema imune inato (VOGL et al., 2007;
HSU et al., 2009).

A calprotectina fecal € um biomarcador altamente resistente a degradacao por
bactérias, enzimas pancreaticas e proteases intestinais. E uma molécula estavel nas
fezes podendo permanecer em temperatura ambiente por cerca de 1 semana. Sua
dosagem pode ser considerada uma medida quantitativa de fluxo de neutrofilos no
intestino sendo um marcador que reflete a inflamacgao intestinal, porém de carater
inespecifico (BJARNASON, 2017).

Diversos fatores podem alterar os niveis de calprotectina fecal desde
condic¢des clinicas como infecgao gastrointestinal, cancer colorretal, até mesmo uso
de medicagcbes como anti-inflamatérios ndo hormonais (AINHs) e inibidores de
bomba de préton (IBP) (MENDALL et al., 2016).

No contexto das doencas inflamatérias intestinais, tem seu papel estabelecido
no diagndstico diferencial entre DIl e sindrome do intestino irritavel (TIBBLE et al.,
2000; KONIKOFF, DENSON, 2012; WAUGHT et al., 2013; KOTZE et al., 2015;
WALKER, 2018), assim como no monitoramento de atividade de doenca

apresentando uma boa correlagdo com achados endoscopicos (MAK et al., 2018;
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LIN et al.,, 2014). Pode também ser util como ferramenta de estratificacdo de

pacientes com maior risco de recidiva de atividade de doenca (BURRY, 2014).

2.3.1 CALPROTECTINA FECAL NAS ESPONDILOARTRITES

Estudos que avaliaram CF em pacientes com EpA sdo escassos € em sua
maioria envolvem apenas pacientes com espondilite anquilosante e ndo o espectro
todo das EpAs.

Klingberg et al. (2012) demonstrou que dois tercos dos pacientes com EA
apresentam elevagao dos niveis de CF (valores acima de 50mg/kg) sem associagao
com sintomas de trato gastrointestinal. Neste estudo, niveis mais altos de CF foram
associados com maior idade, maior tempo de duracdo de doencga, velocidade de
hemossedimentacdo (VHS), proteina C reativa (PCR) e calprotectina sérica assim
como em usuarios de AINHSs, salicilatos e IBP’s. Por outro lado, niveis mais baixos
em usuarios de metotrexate e infliximabe. O mesmo grupo demonstrou através de
um estudo prospectivo que a CF estava associada a atividade de doenca e que este
marcador se mostrou um importante preditor de doenca de Crohn neste grupo de
pacientes (KLINGBER, 2017).

Outro estudo demonstrou que 41% dos pacientes classificados como EA
apresentaram elevacgao (valores acima de 50 micro ug/g) na dosagem de CF e estes
pacientes também apresentaram maiores valores de anticorpos relacionados a DII
como anticorpos anti-Saccharomyces cerevisiae 1gG e IgA (MATZKIES, 2012).

Cypers et al. (2016) avaliou se a CF poderia ser usada, associada a dosagem
de calprotectina sérica e PCR, na identificagdo de pacientes com EpA e os
resultados mostraram que a CF pode ser um bom preditor de inflamacgao intestinal

em pacientes com EpA.
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3 CASUISTICA E METODOS

O presente estudo foi realizado no Ambulatério de Reumatologia do Hospital
Universitario Evangélico de Curitiba (HUEC), PR, nos Servicos de Endoscopia
Digestiva dos Hospitais Universitario Evangélico de Curitiba (HUEC) e Erasto
Gaertner (HEG) e no Laboratério de Patologia da Universidade Federal do PR
(UFPR).

3.1 CARACTERIZAGAO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal observacional realizado em dois tempos.
Num primeiro tempo foram recrutados pacientes do Ambulatério de Reumatologia do
HUEC com diagnostico de Espondiloartrite para obtencdo de dados clinicos e
amostra de fezes para dosagem de calprotectina fecal. Num segundo momento os
pacientes com dosagens de calprotectina fecal alterada, sintomas gastrointestinais
ou indicacdo de rastreio de cancer colorretal foram convidados a realizar
ileocolonoscopia com bidpsia de mucosa intestinal para analise histopatoldgica.
Neste segundo momento, os pacientes tiveram uma segunda dosagem de

calprotectina em amostra fecal.

3.2 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Sociedade Evangélica Beneficente de Curitiba sob parecer n° 1262921 de
06/10/2015 (ANEXO A). Todos os participantes assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido para inclusao no trabalho (ANEXO B). Por ocasido da realizagao

da ileocolonoscopia, um segundo termo de consentimento foi obtido (ANEXO C).

3.3 AMOSTRA DO ESTUDO

Amostra de conveniéncia que inclui todos os pacientes com Espondiloartrite

do Ambulatério de Reumatologia do HUEC que compareceram para consultas de
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rotina no periodo de dois anos e que concordaram em participar do trabalho de

pesquisa. O total incluido foi de 85 pacientes.

3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Incluiram-se pacientes de ambos os sexos, acima de 18 anos, que
preenchiam os critérios ASAS (Assessment of SpondyloArthritis International
Society) de classificagdo de espondiloartrite axial e periférica (RUDWALEIT et al.,
2009, 2011) e que assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido ou TCLE
(ANEXO A).

3.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Excluiram-se pacientes intelectualmente incapazes de compreender o TCLE,
mulheres gravidas, pacientes com diagnostico prévio de doenga inflamatoéria

intestinal ou com qualquer outra doenga inflamatéria do sistema digestorio.

3.6 CASUISTICA

Incluiram-se 85 pacientes, de ambos os sexos, com diagndstico de
espondiloartrite. Destes 39 concordaram coma realizacdo de ileocolonoscopia.

Material para biopsia intestinal suficiente para analise foi obtido em 27 pacientes.

3.7 COLETA DE DADOS E DESENHO DO ESTUDO

Em todos os pacientes incluidos no estudo foram obtidos os seguintes dados
por revisdo de prontuario ou questionamento direto:
a) Epidemioldgicos: sexo, idade, perfil étnico; tabagismo.
b) Clinicos: tipo de espondiloartrite, forma de envolvimento (axial vs
periférico), tempo de doencga, presengca de manifestagdes extra articulares
(uveite e manifestagcdes cuténeas); presenca de HLA B27, presenca de

queixas gastrintestinais e medicamentos em uso.
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c) indices metroldgicos: A atividade da espondiloartrite foi medida pelos

instrumentos BASDAI, ASDAS VHS e ASDAS PCR.

O BASDAI (ou Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index) € um
questionario no qual sdo aplicadas 6 perguntas acerca de dor e rigidez matinal
sendo obtido um escore que vai de zero (nenhuma atividade) a 10 (atividade
maxima). Valores acima de 4,0 sdo considerados de atividade alta (ANEXO D).
(SIEPER et al., 2009).

O ASDAS-VHS é calculado levando-se em consideracdo escala visual
analégica (EVA) em que 0= sem sintomas e 10= pior cenario, das articulagdes
periféricas, EVA de estado geral dado pelo paciente; EVA de sintomas axiais; EVA de
rigidez matinal e valores de velocidade de hemossedimentacdo (VHS). Valores <1.3
marcam doenca inativa, entre 1.3 e <2.1, atividade moderada, entre 2.1 e > 3.5,
atividade alta e >3.5, atividade muito alta.

O ASDAS-PCR ¢ calculado usando os mesmos itens do ASDAS-VHS. porém
substituindo-se o VHS pelo PCR ou proteina C reativa. Valores <1.3 marcam doenca
inativa, entre 1.3 e <2.1, atividade moderada, entre 2.1 e > 3.5, atividade alta e >3.5,
atividade muito alta.

O calculo do ASDAS VHS e do PCR foi feito com auxilio de calculadora on
line fornecida de Sociedade ASAS, disponivel em https://www.asas-
group.org/education/clinical-instruments/asdas-calculator/.

O indice funcional do paciente foi medido pelo BASFI (Bath Ankylosing
Spondylitis Functional Index) que é um questionario com 10 questdes acerca de
realizacao de tarefas diarias. Cada uma é graduada de 0-10. O escore total € obtido
pela média aritmética das respostas individuais, sendo 0 o melhor e 10 o pior
cenario (ANEXO E) (SIEPER et al., 2009).

A qualidade de vida foi medida pelo ASQoL (Ankylosing Spondylitis Quality of
Life questionnaire) que € um questionario com 18 questdes acerca de atividades
fisicas, sociais e acerca do humor do paciente, respondidas como sim ou ndo. Sua
somatoria vai de 0-18 sendo 0 o melhor e 18 o pior escore (ANEXO F).

A atividade de inflamagdo em enteses foi acessada pelo MASES (Maastricht
Ankylosing Spondylitis Enthesitis Score) no qual é avaliada a dor ou sensibilidade

em 13 sitios de insercao de tenddes. Os valores vao de 0 a 13, sendo O=auséncia
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de entesites e 13- igual a entesites em todos os sitios (HEUFT-DORENBOSCH et
al., 2003).

Por fim, foi obtido o BASMI (Bath Ankylosing Spondylitis Metric Index) que é
uma meédia aritmética de valores atribuidos as médias de avaliacdo da distancia
tragus-parede, indice de Schober, rotagdo cervical, distancia inter-maleolar,
flexibilidade toracica lateral. Seus valores vao de 0 até 10 sendo 0 o melhor indice
e10 o pior (SIEPER et al., 2009).

Todos os instrumentos aplicados foram traduzidos e validados para a lingua
portuguesa (CUSMANICH, 2006; SHINJO et al., 2007; FERRAZ et al., 1990).

d) Exames laboratoriais: foram obtidos os resultados de VHS, PCR e
hemograma, os quais fazem parte da rotina de acompanhamento destes
pacientes.

Por ocasiao da inclusao todos os pacientes forneceram amostra de fezes para
dosagem de calprotectina fecal. Esta amostra foi estocada em refrigerador (0 a
+4°C) até a extragdo da calprotectina e dosagem dela.

Todos os pacientes foram convidados a realizar colonoscopia com bidpsia de
mucosa gastrointestinal. Cerca de 39 pacientes aceitaram realizar o procedimento.
Por ocasido da colonoscopia foi colhida uma segunda amostra de fezes para nova
dosagem de calprotectina simultanea com o exame. Ao ser realizada a
ileocolonoscopia o paciente deveria ter suspenso uso de antinflamatérios nao
hormonais (AINHSs) por, pelo menos, 3 semanas.

Apos o devido preparo, as ileocolonoscopias foram realizadas sob sedacgao
com propofol ou midazolam em dois centros de endoscopia digestiva: o do HUEC e
o do HEG. Foram obtidas biopsias de ileo terminal, cdélon ascendente, colon
transverso, colén descendente e reto. Alteracbes macroscopicas foram descritas
pelos endoscopistas. As amostras obtidas foram preservadas em formol até serem

feitos blocos com parafina para analise histologica.

3.7.1 METODO DE DOSAGEM DA CALPROTECTINA FECAL

As amostras fecais foram testadas usando um kit Buhlmann (Basileia, Suiga)
ELISA. Realiza-se um procedimento de extracao utilizando 50 mg de fezes e 2,5

g/mL de tampao de extragdo (B-CAL-EX), e aplicada com uma diluicdo final de
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1:500. Em seguida, os extratos foram incubados com um tampdo de reacdo e
misturados a nanoparticulas de poliestireno revestidas com anticorpos especificos
da calprotectina (imunoparticulas). A calprotectina da amostra realiza a aglutinagao
das imunoparticulas. Através da absorbancia de luz, mede-se a turbidez da amostra,
a qual aumenta com a formagdo do complexo calprotectina-imunoparticula. A
absorcao de luz detectada permite a quantificacdo da concentracao da calprotectina
por meio de interpolacdo em uma curva padrao de calibracédo estabelecida.

Valores abaixo de 50 ug/g ndo sao indicativos de inflamagdo no trato
gastrintestinal. Niveis entre 50-200 ug/g sao considerados indeterminado e sugestivo
de repetir a medig&o e realizagdo de novas investigacdes. Valores superiores a 200
Mg/g sao indicativos de doengca organica com inflamacdo ativa do trato

gastrointestinal.

3.7.2 ANALISE HISTOLOGICA DAS BIOPSIAS DE MUCOSA INTESTINAL

A partir dos blocos de parafina foram retirados cortes histologicos medindo
4um, montados em laminas sinalizadas e corados com hematoxilina eosina (HE). As
leituras foram feitas por um unico patologista, o qual se encontrava cego para os
achados clinicos e ileocolonoscopicos. Observou-se um protocolo de coleta de
dados da histologia (ANEXO H) no qual constavam: integridade da mucosa,
presenca de erosdes epiteliais; presenca, intensidade e localizacdo de infiltrado
linfoplasmocitario; presenga e intensidade de infiltrado eosinofilico, presenga ou
auséncia de hiperplasia linfoide e de granulomas epitelidides. Para maiores
detalhes, verifique o Anexo H.

O desenho do estudo encontra-se resumido na FIGURA 4.
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FIGURA 4 - ESQUEMA DO DESENHO DO ESTUDO
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3.8 METODOLOGIA ESTATISTICA

Os dados foram coletados em tabelas de frequéncia e de contingéncia. A
distribuicdo dos dados foi julgada pelo teste de Shapiro-Wilk e as medidas de
tendéncia central foram expressas em média e desvio padrao se distribuicdo normal
e mediana e intervalos interquartis se a distribuigao for ndo paramétrica.

A comparagdo dos dados numéricos foi feita pelo teste de Mann Whitney
(duas amostras) e Kruskall Wallis (trés amostras). Comparacéo de dados numéricos
foi feita pelos testes de Fisher e de Qui-quadrado. Correlagdes foram feitas pelo
teste de Spearman.

Como os valores de calprotectina fecal estavam associados com presenca de
mais do que uma variavel clinica em analise univariada foi feita analise por

regressao multipla para analise da independéncia delas.
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A significancia adotada de 5%. Os calculos foram feitos com auxilio do

software Medcalc® versao 10.0.
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4 RESULTADOS

Dos 85 pacientes incluidos, eram 55/85 homens (64,7%) e 30/85 (35,2%)
eram mulheres com idade de 21 a 87 ano (média de 49.3 £ 11.9 anos) e duragao de
doencga de 1 a 45 anos (mediana de 14; 11Q=8-25 anos).

Nesta amostra, 40/85 (47,0%) nao eram tabagistas, 26/85 (30,5%) eram ex
tabagistas e 19/85 (22,3%) eram tabagistas atuais. Cerca de 65/85 (76,4 %) eram
caucasianos e 20/85 (23,5%) afrodescendentes (negros e pardos). A distribuicao

quanto ao tipo de espondiloartrite encontra-se no GRAFICO 1.

GRAFICO 1 - PREVALENCIA DAS DIFERENTES FORMAS DE ESPONDILOARTRITES DA
AMOSTRA ESTUDADA (N=85)

= All entesitica » Esp indiferenciada
= A. reativa Espondilite anquilosante
= Esp nao radiografica = A. psoriatica

FONTE: a autora
Nota: Esp=espondiloartrite; A.=artrite; AlJ=artrite idiopatica juvenil.

Os dados clinicos da amostra estudada estdo na TABELA 1.



TABELA 1 — PERFIL CLINICO DOS 85 PACIENTES COM ESPONDILOARTRITE ESTUDADOS

N ou intervalo

% ou tendéncia central

indice de massa corporal (Kg/m?2)

Forma clinica
Axial
Periférica

Mista

Manifesta¢Oes extra articulares

Uveite
Pele
HLA B27
Ausente
Presente
Hemoglobina (g/dL)
Leucdcitos (mm3)
Plaquetas (mm3)
VHS (mm)
PCR (mg/dL)
ASDAS VHS
ASDAS PCR
BASDAI
BASMI
MASES
BASFI
ASQoL

HAQ

17,6-43,2

36/85
10/85

39/85

28/85

18/85

20/65

45/65
10-14,1
1291-12 370
20 000- 440 000
1-94

0-69,0
0,25-5,25
0,19-4,85
0-8,6

0-10

0-13

0-9,5
2,00-17,00

0,00-2,38

28,2 +4,8

42,3%
11,7%

45,8%

32,5%

21,1%

30,7%
69,2%

14,4 (12,7-15,2)

6 983+2 228

230 000 (189 000-266 000)
23,5 (9,5-40,0)
8,0(2,8-20,0)

2,68+1,18

2,51+1,02

2,4(1,6-4,3)

4,5(2,6-6,0)

0 (0-4,0)

5,1(2,5-7,2)

9,1544,78

0,99+0,66

FONTE: a autora, 2018.

Nota: I[IQ=intervalo interquartil;, VHS=velocidade de hemossedimentagdo; PCR=
Proteina C reativa; ASDAS= Ankylosing Spondylitis disease Activity Score;
BASDAI=Bath Ankylosing Spondylitis index; BASMI=Bath Ankylosing Spondylitis
metrological index MASES=Maastricht Ankylosing Spondylitis Score; BASFI= Bath
Ankylosing Spondylitis Functional Index; ASQoL= Ankylosing Spondylitis quality of

life questionnaire; HAQ=health assessment questionnaire
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Os medicamentos em uso por esta populacdo encontram-se descritos na

TABELA 2.

TABELA 2 — USO DE MEDICAMENTOS PELA POPULAGCAO DE ESPONDILOARTRITE ESTUDADA

(N=85)
Uso de anti-inflamatérios ndo hormonais
Por demanda 5/85 5,8%
Continuo 22/85 25,8%
Glicocorticoides Dose 5-20mg/dia prednisona 4/85 4,7%
DMARDS
Sulfassalazina 8/85 9,4%
Metotrexato 16/85 18,8%
Leflunomida 4/85 4,7%
Medicacdo Bioldgica
Anti TNFa 38/85  44,7%
Bloqueador de receptor Etanercept 15/85 17,6%
Anticorpo monoclonal Infliximabe 5/85 5,8%
Adalimumabe 16/85 18,8%
Certolizumabe 1/85 1,2%
Golimumabe 1/85 1,2%
Bloqueador de bomba de préton 41/85  48,2%

FONTE: a autora, 2018.

DMARDs= Drogas modificadoras de atividade da doenca.

O tempo de uso da medicagao anti-TNFa variou de 1 a 70 meses (mediana
de 20,00; 11Q=7,0-41,5).

Na amostra assim constituida a calprotectina variou de 18 a 1346ug/g
(mediana de 92,0; 11Q=48,0-183,0 ug/g). A classificagdo dos valores de resultado da
calprotectina encontra-se no GRAFICO 2. Cerca de 61/85 (71.7%) tinham

calprotectina acima de 50 pg/g.

GRAFICO 2 — CATEGORIZAGAO DOS VALORES DE CALPROTECTINA FECAL NAAMOSTRA
ESTUDADA

uuuuuu
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=
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FONTE: a autora
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Em 21/85 (29,4%) pacientes existiam queixas gastrintestinais sendo dor
abdominal em 5/85 (5,8%); hematoquezia em 8/85(9,4%); alteracdo de habito
intestinal em 11/85 (12,9 %); diarreia em 8/85 (9,4%); constipagdo em 8/85 (9,4%).

4.1 ESTUDO DOS VALORES DE CALPROTECTINA FECAL DE ACORDO COM AS
VARIAVEIS CLINICAS

O estudo dos valores de calprotectina fecal de acordo com os subtipos de
espondiloartrite encontra-se no GRAFICO 3 que mostra um valor significativamente

maior em pacientes com espondilite anquilosante.

GRAFICO 3 — VALORES DE CALPROTECTINA FECAL DE ACORDO COM O SUBTIPO DE
ESPONDILOARTRITE

P < 0.0001
1500 - P < 0.0001 P=0,23
1000
e
~§ 500 - .,
>
°
E‘ :“
S 0 —EE—
outras

Fonte: a autora

Nota: Em espondilite anquilosante (EA) = 18,0-1346,0 pg/g (mediana de 137 pg/g);
Em Artrite psoriasica (A.pso) = 21,0-193,0 pgfg (mediana de 53,0 pg/g);

Em outras= 23,0-215,0 pg/g (mediana de 73,0 pgfg) com p<0,0001 (Kruskall
Wallis).

Esp. anquilosante vs A. psonasica p<0,0001 (Mann Whitney);

A_ psoriasica vs outras p=0,23 (Mann Whitney);

Esp. anquilosante vs outras p= 0,006 (Mann Whitney).
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Quando os valores de calprotectina fecal foram estudados de acordo com a
distribuicao do envolvimento musculoesquelético observou-se que a forma axial tem

valores de calprotectina fecal mais altos do que as demais, conforme o GRAFICO 4.

GRAFICO 4 - CALPROTECTINA FECAL DE ACORDO COM O LOCAL DE ENVOLVIMENTO

MUSCULOESQUELETICO
P=0.002
1500 - > — >
P=0,013 P=0,60
1000 -
®
Q
2
1]
=
E 500+ . .
° A
a at
o n apt
o
0 — -l 0
periferica mista

Fonte: a autora

Calprotectina na forma axial = 27- 1 346 pg/g (mediana de 152,0 pg/q);

Calprotectina na forma periférica = 25,0-215,0 pg/g (mediana de 73,0 pg/ag);

Calprotectina na forma mista = 18 - 450 pg/g (mediana de 74 pg/g); p=0,002(Kruskall Wallis)
Axial vs. periférico p=0.01 (Mann Whitney)

Perférico vs. misto p=0,60 (Mann Whitney)

Axial vs. misto p= 0,001 (Mann Whitney)

A analise dos valores de calprotectina fecal de acordo com as demais
variaveis clinicas pode ser observada na TABELA 3. Observa-se que o envolvimento
de pele esta relacionado negativamente e a uveite esta relacionada positivamente

aos valores de calprotectina.
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TABELA 3 - ANALISE~ DOS VALORES DE CALPROTECTINA FECAL DE ACORDO COM RACA, HLA
B27 E MANIFESTACOES EXTRAARTICULARES (MANN WHITNEY)

Calprotectina (png/g) em Calprotectina (png/g) em p
pacientes com a variavel pacientes sem a varidvel
Caucasianos 18,0-1 346,0 25,0-450,0 0,

Mediana 92,0 (48,0 - 165,5) Mediana 91,0 (44,2-302,0)

Sexo masculino 21,0-450,0 18,0-1 346,0 0,26
Mediana 96,0 (55,0-231,0) Mediana 74,5(42,7-166,5)

HLA B27 18,0- 1346,0 21,0-450,0 0,57
Mediana 92,0 (51,0-159,5) Mediana 92,0 (43,7-237,8)

LesBes de pele 21,0-193,0 18,0-1346 0,0004
Mediana 53,0 (37,5-75,0) Mediana 106,0 (58,0-221,0)

Uveite 23,0-490,0 18,0-1346,0 0,04

Mediana 121,0 (72,5-354,0) Mediana de 74,5 (42,7-153,3)
Fumantes atuais 27-375 18,0-1 346,0 0,39

Mediana 73,0 (480,0-192,0) Mediana 92,5 (49,0-178,0)

FONTE: a autora, 2018.
Nota: (*) - valores entre parénteses correspondem ao intervalo interquartil

Na TABELA 4 pode ser apreciada a nao correlacdo dos valores de
calprotectina fecal com idade, tempo de doenga, indice da massa corporal (IMC),
indices metroldgicos e achados de laboratério.

TABELA 4 — ESTUDO DE CORRELAGCAO DA CALPROTECTINA FECAL COM DADOS
EPIDEMIOLOGICOS, INDICE DE MASSA CORPORAL, DADOS DE LABORATORIO E INDICES
METROLOGICOS

(continua)
Variavel Rho de Spearman 95% IC P
Idade 0,17 -0,04a 0,38 0,15
Tempo de doenga 0,15 -0,07a 0,37 0,22
indice de massa corporal  -0,19 -0,40a0,03 0,08
Hemoglobina (g/dL) -0,03 -0,30a0,23 0,70
Leucdcitos (mm3) -0,13 -0,39a0,13 0,28

Plaquetas (mm3) -0,09 -0,35a0,17 0,41



TABELA 4 — ESTUDO DE CORRELACAO DA CALPROTECTINA FECAL COM DADOS

EPIDEMIOLOGICOS, INDICE DE MASSA CORPORAL, DADOS DE LABORATORIO E INDICES

METROLOGICOS

(conclusao)

Varidvel Rho de Spearman 95% IC P

VHS (mm) -0,01 -0,23a 0,20 0,83
PCR (mg/dL) -0,01 -0,24a 0,22 0,84
ASDAS VHS -0,09 -0,33a0,16 0,52
ASDAS PCR -0,07 -0,31a0,18 0,57
BASDAI -0,17 -0,39a 0,06 0,13
BASMI 0,20 -0,08 a 0,45 0,15
MASES -0,22 -0,50a 0,10 0,07
BASFI 0,07 -0,25a 0,39 0,63
ASQoL -0,23 -0,54a0,13 0,19
HAQ 0,15 -0,18 a 0,45 0,35

FONTE: a autora, 2018.

Nota: VHS=velocidade de hemossedimentacdo; PCR= Proteina C reativa; ASDAS=
Ankylosing Spondylitis disease Activity Score; BASDAI=Bath Ankylosing Spondylitis index;
BASMI=Bath Ankylosing Spondylitis metrological index MASES=Maastricht Ankylosing

Spondylitis Score; BASFI=

Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index; ASQolL=

Ankylosing Spondylitis quality of life questionnaire; HAQ=health assessment questionnaire.
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Ja os valores de calprotectina fecal de acordo com uso de medicamentos

encontram-se na TABELA 5.

TABELA 5 — ESTUDO DOS VALORES DE CALPROTECTINA FECAL DE ACORDO COM USO DE

MEDICAMENTOS

(continua)

Calprotectina (pg/g) com
uso do medicamento

Calprotectina (pg/g) sem P
uso do medicamento

USO DE AINHs

AINH qualquer uso

AINH continuo (*)

AINH demanda (**)

25,0-1346,0
Mediana de 84,0 (46,0-234,3)

25,0-1346
Mediana de 96,0 (43,0-221,0)

49,0- 362,0
Mediana de 76,0 (61,5-227,0)

18,0-422,0 0,69
Mediana de 92,0 (48,0-159,5)

18,0-422,0 0,67
Mediana de 92,0 (48,0-159,5)

18,0-422,0 0,95
Mediana de 92,0 (61,5-227,0)



TABELA 5 — ESTUDO DOS VALORES DE CALPROTECTINA FECAL DE ACORDO COM USO DE

MEDICAMENTOS

(conclusao)

Calprotectina (ug/g) com Calprotectina (pg/g) sem P
uso do medicamento uso do medicamento
USO DE DMARDs
Qualquer 21,0-405,0 18,0-1346,0 0,67
Mediana de 87,0 (49,0-192,0) Mediana de 92,5 (46,5-180,0)
Metotrexato 21,0-305,0 18,0-1346,0 0.29
Mediana 75,0 (38-215,0) Mediana de 123,0 (62,5-220,5)
Sulfassalazina 55,0-405,0 18,0-1346,0 0,16
Mediana de 135,5 (94,2-186,0) Mediana de 85,0 (44,0-183,5)
Leflunomida 25,0-193,0 18,0-1346,0 0,38
Mediana de 74,5 (43,0-113,5) Mediana de 92,0 47,0-192,0)
USO DE ANTI TNF-a
Qualquer Anti TNF 23,0- 1346 18,0-490,0 0,88
Mediana de 92.5 (49,0-194,3) Mediana de 92,0 (49,0-193,0)
Etanercept 23,0-398,0 18,0-490,0 0,57
Mediana de 126,0 (55,0-174,0) Mediana de 91,0 (49,0-192,0)
Anticorpo monoclonal 28,0-1346,0 18,0-490,0 0,53
Mediana de 69,0 (41,2-207,3) Mediana de 91,0 (49,0-192,0)
Infliximabe 58,0-293,0 18,0-490,0 0,30
Mediana de 166,0 (79,5-257,0) Mediana de 91,0 (49,0-192,0)
Adalimumabe 28,0-450,0 18,0-490,0 0,10
Mediana de 52,0 (38,5-91,0) Mediana de 91,0 (49,0-192,3)
Outros anti TNF N muito pequeno
Bloqueador de bomba de 27,0-1346,0 18,0-422,0 0,65

préton

Mediana de 88,5 (56,5-178,5)

Mediana de 93,0 (42,0-193,0)

FONTE: a autora, 2018.

Nota: (*) estudo pacientes em uso continuo vs nao usuarios; (**) estudo de pacientes de uso
por demanda vs nao usuarios
Todos os anti TNF a individuais foram testados contra os ndo usuarios de anti TNFa; todos os
DMARDs individuais foram testados contra os nao usuarios de DMARD.

Valores entre parénteses = intervalo interquartil; AINH= anti-inflamatério nao hormonal;
DMARD= droga modificadora de doenca.

A analise de calprotectina fecal de acordo com a presenca ou nao de queixas
gastrintestinais, encontra-se na TABELA 6. Nenhuma das queixas estudadas se

associou elevacao de calprotectina.
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TABELA 6 — NIVEIS DE CALPROTECTINA FECAL DE ACORDO COM PRESENGA OU NAO DE
QUEIXAS GASTRINTESTINAIS

Calprotectina (pg/g) em Calprotectina (ug/g) em P
pacientes com queixas pacientes sem queixas
Qualquer queixa 36,0-1346 18,0-490,0 0,37

Mediana de 87,0 (52,0-287,5) Mediana de 92,0 (43,2-167,5)

Dor abdominal 39,0-422,0 18,0-1346,0 0.96
Mediana 58,0 (44,0-281,0) Mediana de 92,0 (43,2-167,5)
Alteracdo de 39,0-1346,0 16,0-490,0 0,70

habito intestinal ) .
Mediana de 87,0 (45,0-221,0) Mediana de 92,0 (43,2-167,5)

Diarreia 39,0-1346,0 18,0-490 0,89
Mediana de 61,5 (43,5-320,8) Mediana de 92,0 (43,2-167,5)

Constipacgao 36,0-405,0 18,0-1346,0 0,90
Mediana de 89,0 (44,5-302,8) Mediana de 92,0 (43,2-167,5)

Hematoquezia 36,0-422,0 18,0-1346,0 0,62

Mediana de 101,5 (55,0-207,0) Mediana de 92,0 (43,2-167,5)

FONTE: a autora, 2018.
Nota: Todas as queixas individuais foram testadas contra pacientes sem queixas.

Como a analise univariada demonstrou que os niveis séricos de calprotectina
estdo associados com o tipo de espondilite, a forma de envolvimento
musculoesquelético (axial vs. periférica) e as manifestacées e pele e de olho, foi
realizada uma regressao multipla para testar a independéncia das variaveis e
apenas a forma de envolvimento musculo esquelético (p=0,04) e o diagndstico da

espondilite anquilosante (p=0,03) permaneceram significativos.

4.2 ESTUDO DOS ACHADOS ILEOCOLONOSCOPICOS E SUAS ASSOCIAGOES
COM CARACTERISTICAS CLINICAS E CALPROTECTINA FECAL

Dos 85 pacientes participantes 39 concordaram com a realizagdo de
ileocolonoscopia (15 mulheres e 24 homens). Destes, 15 estavam em uso de anti-
TNF a (6 com adalimumabe, 4 com infliximabe, 4 com etanercept, 1 certolizumabe);
5 em uso de sulfassalazina, 6 de metotrexate e 2 de leflunomida. Os diagndsticos de
espondiloartrite neste grupo eram de espondilite anquilosante em 23/39 (58.9%);

artrite psoriasica em 7/39(17.9%), espondilite juvenil em 3/39 (7.6%); espondilite ndo
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radiografica em 3/39 (7.6%); espondilite indiferenciada em 2/39 (5.1%) e artrite
reativa em 1/39 (2.5%).

Destes 39 pacientes, 25 tiveram uma segunda dosagem de calprotectina
simultdnea com a colonoscopia. Neste subgrupo existiam 3/25 (12%) tinham
calprotectina acima de 200 pg/g; 12/25 (48%) tinham valores entre 50 e 199 pg/g e
10/25 (40%) tinham calprotectina < 50 pg/g. Em 60% (15/25) a calprotectina fecal
estava = 50 pg/g. Nesta ocasido todos os pacientes tinham tido os seus AINHs
suspensos por, pelo menos 21 dias (3 semanas). Separando-se 0 subgrupo de
usuarios de AINHs que fizeram a segunda dosagem de calprotectina observou-se
que, com o uso destes medicamentos, seu valor era de 36-490 pg/g (mediana de
215 pg/g, 11Q de 67-405 pg/g). Apods a suspencgao dos AINHs os valores eram de 36-
165 ug/g (mediana de 76,0 pg/g; 11Q de 42,7 a 116,3 ug/g) com p=0.01.

Novo estudo da calprotectina sérica (agora sem interferéncia dos AINHs) com
parametros inflamatérios e funcionais como hemoglobina, VHS, PCR, ASDAS VHS,
ASDAS PCR, BASDAI, BASFI, BASMI, MASES, ASQoL, HAQ nao demostrou existir
correlagao entre estas variaveis (todos com p=ns).

Os principais achados das colonoscopias encontram-se resumido no
GRAFICO 5, onde pode ser visto que existia inflamacdo macroscopicamente

detectavel em quase 1/3 dos pacientes.

GRAFICO 5 — PRINCIPAIS ACHADOS MACROSCOPICOS DAS COLONOSCOPIAS (N=39)

v

45,00%
40,00%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%

inflamacdo polipos diverticulos lesdo normal
macroscopica vegetante

m Sériel 33.30% 25,60% 17,90% 2,56% 41.02%

FONTE: a autora

A associagao entre achados macroscoépicos e niveis de calprotectina fecal

realizados simultaneamente com a ileocolonoscopia encontram-se na TABELA 7.
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Nesta tabela destaca-se a associacao positiva dos niveis de calprotectina fecal com

os achados de inflamagao macroscopicamente visivel.

TABELA 7 — ESTUDO DOS NIVEIS DE CALPROTECTINA FECAL DE ACORDO COM ACHADOS
ILEOCOLONOSCOPICOS (N=25) (*)

Calprotectina (ug/g)  Calprotectina (ug/g) p
com achado sem achado
endoscopico endoscopico

Pélipos 36,0-138,0 41,0-281,0 0,055
Mediana de 51,0 Mediana de 138,0
(36,0-100,5) (43,0-274,0)

Diverticulos 36,0-281,0 36,0-274,0 0,99
Mediana de 90,5 Mediana de 104,5
(39,7-188,0)

(44,0-223,5)

Processo inflamatério 65,0-281,0 36,0-138,0 0,009
Mediana de 138,0 Mediana de 39,0
(88,0-274,0) (36,0-66,7)

FONTE: a autora, 2018.
Nota: (*) o nivel de calprotectina utilizado aqui foi o dosado simultaneamente com a
colonoscopia.

Na ileocolonoscopia, uma das pacientes caracterizou-se como tendo doenca
inflamatdria intestinal e foi excluida da analise histologica do trabalho. Esta paciente
encontrava-se usando certolizumabe no momento do aparecimento da DII.

Apenas 27 pacientes apresentaram amostra suficiente para analise conforme
protocolo estabelecido. A analise descritiva dos achados microscopicos mostrou os
dados das TABELAS 8, 9 e 10. Nestas tabelas é possivel verificar que nenhum
paciente apresentou granulomas epitelidides ou espessamento de membrana basal;
que a ocorréncia de erosodes foi rara (3 em ileo e 3 em reto) e que o aparecimento
de infiltrado linfoplasmocitario foi quase universal e com predominio em toda a

espessura da mucosa ou por¢ao luminal.
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TABELA 8 — ANALISE DESCRITIVA DOS ACHADOS MICROSCOPICOS DE BIQPSIA INTESTINAL
RELEVANTES PARA O ESTUDO OBTIDOS POR COLONOSCOPIA (N=27) EM ILEO E COLON

ASCENDENTE

ILEO

Mucosa ileal preservada

lleite cronica linfoplasmocitaria

Infiltrado eosinofilico

Erosdo epitelial

Hiperplasia linfoide

Granuloma epitelidide

2/27

Ausente- 2/27

Presente - 25/27
Discreta- 19/27
Moderada- 6/27
Intensa -0

Ausente 4/27

Presente 23/27

Pequena quantidade - 17/27
Média quantidade — 6/27
Grande quantidade -0

Ausente - 24/27

Presente - 3/27

Ausente —12/27

Presente- 15/27

Ausente- 27/27

Presente- 0

FONTE: a autora, 2018.

TABELA 9 — ANALISE DESCRITIVA DOS ACHADOS MICROSCOPICOS DE BIOPSIA INTESTINAL
RELEVANTES PARA O ESTUDO OBTIDOS POR COLONOSCOPIA (N=27) EM COLON

ASCENDENTE E TRANSVERSO

(continua)

COLON ASCENDENTE

Mucosa ileal preservada

Infiltrado crénico linfoplasmocitdrio

Infiltrado eosinofilico

Distribuicao das células inflamatdrias

0

Ausente -0

Discreta — 8/27

Moderada —19/27

Intensa -0

Ausente- 4/27

Pequena quantidade - 17/27
Média quantidade — 6/27
Grande quantidade-0

Em toda espessura-11/27
Predominio luminal — 16/27
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TABELA 9 — ANALISE DESCRITIVA DOS ACHADOS MICROSCOPICOS DE BIOPSIA INTESTINAL
RELEVANTES PARA O ESTUDO OBTIDOS POR COLONOSCOPIA (N=27) EM COLON

ASCENDENTE E TRANSVERSO

(conclusao)

Espessamento da membrana basal
Erosdo epitelial
Hiperplasia linfoide

Granuloma epitelidide

COLON TRANSVERSO
Mucosa preservada

Infiltrado crénico linfoplasmocitario

Infiltrado eosinofilico

Distribuicao das células inflamatdrias

Erosdo epitelial
Espessamento de membrana basal
Hiperplasia linfoide

Granuloma epitelidide

Predominio basal—0

Ausente —27/27
Presente -0
Ausente —27/27
Presente - 0
Ausente- 21/27
Presente- 6/27
Ausente- 27/27
Presente -0

3/27
Ausente — 3/27

Discreto — 10/27

Moderado — 14/27

Intenso - 0
Ausente- 5/27

Pequena quantidade — 15/27
Média intensidade- 7/27
Grande quantidade — 0

Em toda espessura- 12/27

Predominio luminal- 12/27

Predominio basal -0

Ausente —27/27

Presente -0

Ausente —27/27

Presente -0

Ausente — 19/27

Presente — 8/27

Ausente- 27/27

Presente O

FONTE: a autora, 2018

TABELA 10 — ANALISE DESCRITIVA DOS ACHADOS MICROSCOPICOS DE BIOPSIA
INTESTINAL RELEVANTES PARA O ESTUDO OBTIDOS POR ILEOCOLONOSCOPIA (N=27) EM

COLON DESCENDENTE E RETO

(continua)

Mucosa preservada

Infiltrado crénico linfoplasmocitdrio

0

Ausente -0
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TABELA 5 — ANALISE DESCRITIVA DOS ACHADOS MICROSCOPICOS DE BIOPSIA INTESTINAL
RELEVANTES PARA O ESTUDO OBTIDOS POR ILEOCOLONOSCOPIA (N=27) EM COLON

DESCENDENTE E RETO

(conclusao)

Infiltrado eosinofilico

Distribuigao das células inflamatdrias

Erosdo epitelial
Espessamento de membrana basal
Hiperplasia linfoide

Granuloma epitelidides

Discreto — 14/27

Moderado — 13/27

Intenso -0
Ausente —2/27

Pequena intensidade - 18/27
Média intensidade - 7/27
Grande intensidade - 0

Em toda espessura- 15/27

Predominio luminal — 11/27

Predominio basal- 0

Ausente- 27/27

Presente -0

Ausente-27/27

Presente- 0

Ausente- 16/27

Presente- 11/27

Ausente- 27/27

Presente—0

RETO

Mucosa preservada

Infiltrado crénico linfoplasmocitério

Infiltrado eosinofilico

Distribuicao das células
inflamatorias

Erosdo epitelial
Espessamento de membrana basal
Hiperplasia linfoide

Granulomas epitelidide

0
Ausente - 0

Pequena intensidade —21/27

Média intensidade — 7/27

Grande intensidade -0
Ausente -0

Pequena intensidade — 7/27
Média intensidade - 20/27
Grande intensidade - 0

Em toda espessura — 23/27

Predominio luminal- 4/27

Predominio basal- 0

Ausente -24/27

Presente -3/27

Ausente -27/27

Presente-0

Ausente- 19/27

Presente- 8/27

Ausente -27/27

Presente -0

FONTE: a autora, 2018.
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Estudando-se o intestino como um todo observaram-se a presenca dos

achados histologicos descritos na TABELA 11.

TABELA 6 — PRESENGA DE ACHADOS HISTOLOGICOS EM QUALQUER DOS SEGMENTOS
INTESTINAIS ESTUDADOS

Achado histolégico N-%

Histologia normal 0

ErosoOes 6/27 -22.2% - 3 pacientes em uso de
etanercept.

Infiltrado linfoplasmocitario 27/27 - 100%

Infiltrado eosinofilico 27/27 - 100%

Hiperplasia linfoide 25/27 - 92,5%

FONTE: a autora, 2018.

Estudando-se os niveis de calprotectina fecal observou-se que pacientes com
erosdes tinham valores entre 39,0 e 138,0 pg/g (mediana de 102 com IIQ de 49,0-
129,5 ug/g) e os sem erosdes tinham valores de 36,0 a 281,0 ug/g (mediana de
50,5; 11Q=37,7 a 142,8 ug/g) com p= 0,51. Destes 6 pacientes com erosdes so dois
tinham sintomas gastrintestinais e ambos apresentavam diarreia com sangue.

Devido a presenca quase universal dos demais achados nao foi possivel
estudar as diferencas de calprotectina fecal quanto a presenga de infiltrado
linfoplasmocitario, infiltrado eosinofilico nem hiperplasia linfoide.

Agrupando-se os achados ileocolonoscépicos por localizagdo observam-se os

dados da TABELA 12 da préxima pagina.

TABELA 7 — PRINCIPAIS ACHADOS HISTOLOGICOS SEGUNDO A LOCALIZAGAO INTESTINAL

(continua)

Mucosa preservada ileo-2/27
Cdlon direito -0
Cdlon transverso-3/27
Célon esquerdo -0
Reto -0

Infiltrado crénico linfoplasmocitdrio fleo- 25/27
Célon direito-27/27
Cdlon transverso-24/27
Célon esquerdo -27/27
Reto -27/27
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TABELA 82 — PRINCIPAIS ACHADOS HISTOLOGICOS SEGUNDO A LOCALIZACAO INTESTINAL

(concluséo)

Infiltrado eosinofilico fleo-23/27
Célon direito- 23/27
Célon transverso-22/27
Célon esquerdo -25/27
Reto-27/27

Eros3o epitelial ileo -3/27
Célon direito- 0
Célon transverso -0
Cdlon esquerdo- 0
Reto -3/27

Hiperplasia linfoide fleo -15/27
Célon direito- 6/27
Cdlon transverso-8/27
Célon esquerdo -11/27
Reto -8/27

OBS- Nenhum segmento mostrou — granulomas epitelidides nem espessamento de
membrana basal

FONTE: a autora, 2018.

A seguir algumas ilustragdes dos achados histolégicos de trés dos pacientes
estudados, conforme as FIGURAS 5,6 e 7.
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FIGURA 5 — ACHADOS HISTOLOGICOS DE BIOPSIA INTESTINAL DE MUCOSA INTESTINAL DE
PACIENTE COM ESPONDILITE ANQUILOSANTE

o L ;
& I I.. o
Zans, ;
I 1 .. :
P o a -

COLCM TRANSVERSD

=
G Eges

COLON ASCENDENTE

L2y '-_-. b it '--;': ! = RETO

OOLON DESCEMDEMTE

Figura 4.6 — Achados histologicos de mucosaintestinal de
pacientecom espondilite anguilosante

Paciente masculing, 52 anos, calprotectina fecal 274 pg/s. Sem
sintomasTGl Em uso de: sulfassalazina. |leocolonoscopia com
ileite terminal e retossigmoidite. (leo terminal com 3 erosSes.
Achados histologicos: llec terminal com infiltrade linfo-
plasmocitario [ILP) e eosinofilico [IE) em grau disreto com
hiperplazia linfeide. Colon ascendente com ILP 2El moderada
em toda espessura da mucosa. Colon transverso com ILP
moderade e |E discreto em porcdo luminal da mucosa. Colen
descendente com ILP modersdo e |E discreto em toda a
espessurada mucosa. Reto comdiscreto ILP e IEem toda
espessurade mucnsa e presenca de hiperplasia linfaide.

RETC

FONTE: a autora, 2018.
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FIGURA 6 — MICROFOTOGRAFIAS DE BIOPSIAS DE INTESTINO DE PACIENTE COM ARTRITE

PSORIASICA
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RETO

Figura 4.7 - Microfotosrafias de |13minas de biopsia de mucosa
intestinal de pacients com artrite psoriasica
Paciente masculing, 62 anos, calprotectinafecal 138 pgfs. Sem
sintomas TGl Em uso de metntrexate e leflunomida.
Achados histolcgicos: ilec terminal com infiltrado linfo-
plasmeocitaric (ILP} & eosinofilico [IE) em grau discreto com
hiperplasia linfeide Colon ascendentecom ILP 2El discretos de
distribuicdo luminal.Colon tansverso com [P moderado em
toda espessura da mucosa.Colon descendente com ILP e El
moderado com predominio luminal Reto com ILP em toda
Espessurade muooss.

FONTE: a autora, 2018.
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FIGURA 7 — ACHADOS HISTOLOGICOS DE BIOPSIA DE MUCOSA INTESTINAL DE PACIENTE

COM ARTRITE PSO

RIASICA

PR iy T e

COLON DESCEMDEMNTE

RETO

Figura 4.8 -Achados histologicos de mucesa intestinal de
paciente com aririte psoriasica.

Paciente feminina, 58 anos, com @lprotecting fecal
110ug/s sem uso de AINH, DMARD ocu biolésico. Sem
sintomas TG

Achados histologicos: ilec terminal com irfiltrado linfo-
plazmocitario [ILP) e ecsinofilico [IE) em grau discreto
com hiperplasia linféide. Colon ascendente com ILP e E|
modersdos de distribuicde luminal com hiperplasa
linfeide. Colon transverso com ILP moderado e El
discrete com predominio de distribuicdo luminal da
mucosa. Colon descendente com |LP e El disoetos com
predominioc luminal. Reto com ILP discreto em toda
espessura de mucosa com hiperplasia linfaide.

FONTE: a autora, 2018.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo € pioneiro na investigacdo da inflamacgéo intestinal em
pacientes brasileiros com EpA através do uso de calprotectina fecal. Nossos
achados confirmam a alta prevaléncia de inflamac&o intestinal subclinica em
pacientes com EpA e a necessidade do uso de um biomarcador nao invasivo para
triagem dessa inflamagdo na mucosa intestinal desses pacientes. Além disso,
verificou-se que os pacientes com maior inflamacao intestinal apresentam a forma
radiografica, que se traduz em maior lesao estrutural.

A composicao étnica presente na amostra reflete a alta miscigenagéo da
populacdo brasileira, com 23,5% de afrodescendentes. Tal achado difere da
literatura dado que EpA pode ser considerada uma doenca que pode ocorrer de
forma mais frequente em caucasianos.

Em relacdo ao perfil clinico, a maioria dos pacientes apresentavam-se sem
sinais de atividade de doenca medidos pelos indices clinicos aplicados. Em relacao
a medicagado em uso, muitos dos medicamentos que sao utilizados no tratamento da
EpA, também o sdo para doenga inflamatéria intestinal, o que pode influenciar no
resultado da calprotectina fecal, que mede tal inflamacdo. No entanto, as doses
utilizadas para tratamento de doenca de Crohn ou retocolite ulcerativa em geral séo
distintos das utilizadas pelos pacientes com EpA. Embora 44,7% dos pacientes
estivessem em uso de bioldgicos (anti alfa TNF) por tempo mediano de 20 meses,
mais de 70% da amostra apresentou valores aumentados de calprotectina fecal,
considerando-se o valor de referéncia de 50 ug/g, sendo a maioria desses
assintomaticos para trato gastrintestinal. Os pesquisadores definiram que seriam
convidados para realizagdo da ileocolonoscopia aqueles com valores maiores que
200 ug/g, pacientes sintomaticos em relacédo ao trato gastrointestinal e pacientes
com indicagao de rastreio de cancer colorretal. Tal decisdo se deve ao fato de o
exame ser invasivo e de alto custo. Observou-se primeiramente que pacientes com
doenga predominantemente axial tinham valores significativamente aumentados de
calprotectina fecal, principalmente pacientes com a forma radiografica também
considerados como EA. A maior parte dos estudos que avaliaram calprotectina fecal
nas espondiloartrites avaliou apenas o subgrupo EA, diferentemente do nosso

estudo que incluiu todo o espectro da doenga. Cypers et al. (2016) observou em seu
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estudo que pacientes com a forma periférica apresentavam uma tendéncia a valores
mais elevados de CF, porém pelo fato de sua amostra de pacientes com EpA
periférica ser pequena, este dado ndo pbéde ser extrapolado. A analise dos valores
de calprotectina fecal de acordo com as variaveis clinicas demonstrou que o
envolvimento de pele esta relacionado negativamente. Por outro lado, a uveite esta
relacionada positivamente aos valores de CF. Tal dado nao foi relatado previamente
na literatura, sendo inédito.

Nossos dados ndao mostraram correlacdo dos valores de calprotectina fecal
com idade, tempo de doenca, indice da massa corporal (IMC), indices metrolégicos
e achados de laboratério. Chama a atencdo a falta de correlagdo com marcadores
inflamatoérios sanguineos como PCR e VHS. Além disso os indices clinicos de
atividade e funcdo (BASDAI, ASDAS, BASFI) avaliam preponderantemente dados
como dor, fadiga, comprometimento articular, ndo levando em consideragao
nenhuma queixa relacionada ao trato digestorio ou demais sistemas, sendo também
de origem subjetiva. E controverso na literatura a correlagdo entre marcadores
inflamatorios sanguineos, indices clinicos e dosagem de calprotectina fecal, porém a
maior parte dos estudos apontam haver correlagdo. (KLINGBERG et al.,, 2012;
CYPERS et al., 2016; KLINGBER, 2017; MARTINS et al., 2017). Este achado em
nosso estudo pode se dever ao fato de serem pacientes com maior tempo de
doenga, pacientes em grande parte em uso de medicagdo imunobiologica e
pacientes clinicamente controlados.

Em relacao a influéncia que o uso de determinadas medicagdes pode ter nos
niveis de CF, observamos que houve uma discreta diminuicdo nos valores de CF
apos ter sido orientado a suspensao de AINHs 3 semanas antes da segunda
dosagem no momento da ileocolonoscopia. Tais dados sdo semelhantes com os
achados da literatura (KLINGBERG et al., 2017).

De forma interessante, os pacientes que apresentavam as concentragdes de
calprotectina fecal maiores que 200 ug/g nao tinham queixas gastrintestinais, assim
como nao havia diferenga significativa nas concentracbes de calprotectina fecal
entre 0s pacientes com e sem queixas gastrointestinais. Podemos inferir que a
inflamagédo presente na mucosa intestinal dos pacientes ndo se repercutia em

sintomas clinicos, podendo estar sendo mascarado pelo uso dos
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imunossupressores. Por outro lado, reforca a importdncia de um biomarcador
sensivel para a deteccao da inflamacéo intestinal.

Dentre os pacientes encaminhados para ileocolonoscopia, 60% apresentaram
alteracbes, sendo a mais frequente inflamacdo macroscopica. Como esperado,
pacientes com esse achado tinham concentragdes de calprotectina fecal
significativamente aumentadas, conferindo uma boa correlagao entre os métodos
como também foi demonstrado por Cypers et al. (2016).

Na analise histolégica, a totalidade dos pacientes que fizeram tal
procedimento apresentavam infiltrado celular, seja linfoplasmocitario ou eosindfilico.
Tal dado informa o estado de inflamagdo da mucosa, porém nenhum dos casos foi
observado a presenca de alteragdes estruturais tipicas para diagnéstico de doenga
inflamatdria intestinal.

Limitacbes do estudo sao inerentes ao desenho transversal e ao fato de nao
ser possivel em um unico centro, conseguir o tamanho amostral muito maior do que
o obtido. A forgca do estudo esta relacionada a alta sensibilidade da calprotectina
fecal na detecgdo da inflamagédo intestinal e a experiéncia do grupo de
pesquisadores na area de gastroenterologia e reumatologia, tanto nos aspectos

clinicos e laboratoriais.
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6 CONCLUSOES

A calprotectina fecal mostrou-se mais alta nos pacientes com erosoes vistas a
ileocolonoscopia refletindo achados de inflamagdo macroscopica. Todavia nao foi
possivel provar o seu valor na detecgao de inflamacéao microscépica porque este foi
um achado universal nos pacientes avaliados.

Nao foi possivel demonstrar que a calprotectina fecal esta associada com
atividade de doenca vista pelo BASDAI, ASDAS VHS, ASDAS PCR, VHS e PCR.

A calprotectina fecal € mais alta nos pacientes com espondiloartrite
classificados como espondilite anquilosante e nos pacientes que apresentam a
forma axial da doenga. O uso de drogas modificadoras de doenga e o uso de
imunobioldgicos n&o alteraram os valores da calprotectina fecal. Quanto ao AINHSs,
embora nao fosse possivel demonstrar diferengcas entre os usuarios e nao usuarios
desta classe de medicamento, observou-se que os valores de calprotectina fecal
diminuiram significativamente quando este medicamente foi suspenso.

Considerando achados histopatolégicos de inflamagdo, nao foi possivel
estudar as variagcdes da calprotectina fecal quanto a sua presenca ou auséncia pois
todos os pacientes submetidos a esta analise apresentaram inflamacgao intestinal

microscopica.
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ANEXO A - APROVAGAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

SOCIEDADE EVANGELICA

BENEFICENTE DE CURITIBA - w*
PR

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Calprolectina como marcador de doenga inflamaténa intestinal em pacientes com

espondioartrite
Pesquisador: Julizana Simioni
Area Tematica:
Versao: 1

CAAE: 49552815.0.000000103
Instituicio Proponente: S0OCIEDADE EVANGELICA BEMEFICENTE DE CURITIBA
Patrocinador Principal: Financameno Propno

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.262.821

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se de estudo fransversal observacional a ser reslizado em 80 pacientes diagnosticados com
espondiloarrite (espondlite anguilosante, arfrile psorigsica, espondilo arinie indiferenciada, artrile reativa,
espondiloanme juvenil).

Serdo excluidos do estudos pacientes que #m diagndstico de doenca de Crohne

retocole ulkcerafiva, uma vez que | apresentam o diagndstico de doenga inflamatona intestinal & céncar
colorretal. A calprotecting & um complexo proteico encontrado no ciosol de neurdfilos, mondcitos &
queratindcios & & um marcador da inflamagio intestinal. Esta proteina pode ser quantificada nas fezes e &
um marcador de doenga inflamatdria intesfnal. Os pacientes que aceitarem parfcipar da pesquisa, seréo
comvidados & frazer uma amosira de fezes ao ambulatdno na data de sua consulta, & qual serd
encaminhada ao laboratdrio para extragdo da calprotectina fecal destas amosiras.

Serd reslizado dosagem de calprotectina afravés do método da

ELISA. Foi apresentado o protocols de coleia de dados bem como os criténos de diagndsticos de
espondioartnte, espondiiie anguidosanie artrite poonasica arnte psoridsica artrite reative e obgoarnie
sssimétnca de membros inferiones.

O3 pacentes que apreseniarem ebevasio na dosagem de calprolecting fecal acima de 350mcg'ml,
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa
“Calprotectina fecal como biomarcador de inflamagao intestinal em pacientes
com espondiloartrite”. Nesta pesquisa pretendemos avaliar se através da
dosagem da calprotectina, proteina que sera avaliada nas fezes, é possivel
identificar os pacientes com espondiloartrite que apresentam risco aumentado de ter
inflamacao intestinal. Os pacientes que apresentarem elevacao da calprotectina
fecal ou sintomas que possam sugerir inflamagao intestinal, serdo convidados a
realizar exame de ileocolonoscopia. Para esta pesquisa adotaremos os seguintes
procedimentos: coleta de fezes, entrevista, avaliagao clinica e coleta de dados
do prontuario médico. Os riscos envolvidos na pesquisa consistem em: na coleta
de sangue, desconforto da entrada e saida da agulha. Com relagao a coleta de
fezes e demais dados, o estudo nao preveé riscos. A pesquisa contribuira para a
identificacao de bactérias presentes no intestino de pacientes brasileiros com
espondiloartrite possibilitando uma melhor compreensdao do processo da
doenga com o potencial para contribuir para o desenvolvimento de novas
terapias através da manipulagao da flora intestinal. Para participar deste estudo
o Sr. (a) ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira. O Sr.
(a) tera o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara
livre para participar ou recusar-se a participar e a qualquer tempo e sem quaisquer
prejuizos, valendo a desisténcia a partir da data de formalizagdo desta. A sua
participacdo € voluntaria, e a recusa em participar ndo acarretara qualquer
penalidade ou modificagdo na forma em que o Sr. (a) & atendido (a) pelo
pesquisador, que tratara a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os
resultados obtidos pela pesquisa estardo a sua disposi¢ao quando finalizada. Seu
nome ou o material que indique sua participacdo nao sera liberado sem a sua
permissao. O (A) Sr. (a) ndo sera identificado (a) em nenhuma publicagdo que essa
pesquisa possa resultar. Este termo de consentimento encontra-se impresso em
duas vias originais, sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel,
no Ambulatorio de Reumatologia do Hospital Universitario Evangélico de Curitiba, e
a outra sera fornecida ao Sr. (a). Os dados, materiais e instrumentos utilizados na
pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5
(cinco) anos e apods esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua
identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislagdo brasileira
(Resolugdes N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Saude e
suas complementares), utilizando as informacdes somente para fins académicos e
cientificos.

Eu, , portador do
documento de Identidade fui informado (a) dos objetivos, métodos, riscos e
beneficios da pesquisa “Calprotectina fecal como biomarcador de inflamagao
intestinal em pacientes com espondiloartrite”, de maneira clara e detalhada e
esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas
informacdes e modificar minha decisao de participar se assim o desejar. Declaro que
concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de
consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu
a oportunidade de ler e esclarecer todas as minhas duvidas.




Nome completo do participante Data

Assinatura do participante

Em caso de duvidas vocé podera entrar em contato com o Pesquisador
Responsavel:

Nome completo do Pesquisador Responsavel: Dra. Juliana Simioni e Dra. Thelma
Skare

Telefones: +554132405476

E-mail: drajulianasimioni@gmail.com

Assinatura do pesquisador responsavel Data

“Em caso de duvida quanto a conducéo ética do estudo, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Sociedade Evangélica
Beneficente de Curitiba. O Comité de Etica é a instancia que tem por objetivo
defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e
dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrées
éticos. Dessa forma o comité tem o papel de avaliar e monitorar o andamento do
projeto de modo que a pesquisa respeite os principios éticos de protecédo aos
direitos humanos, da dignidade, da autonomia, da ndo maleficéncia, da
confidencialidade e da privacidade”.

CEP/SEB - Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Sociedade
Evangélica Beneficente de Curitiba Rua padre Anchieta, n° 2770 — 3° andar Bairro:
Bigorrilho Curitiba/PR — cep: 80.730-000 Fone: (41) 3240-5570 e-mail:
comite.etica@fepar.edu.br

66



ANEXO C — TERMO DE CONSENTIMENTO PARA ILEOCOLONOSCOPIA

¥  ERASTO GAERTNER  HEG - Termo de Consentimento Exame Endoscopico
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ANEXO D — BASDAI

BASDAI
(BATH ANKYLOSING SPONDYLITIS DISEASE ACTIVITY INDEX)

Pontue os seguintes itens, considere como vocé se sentiu nos ultimos
10 dias.

1 -Fadiga (informe o valor da EVA, de 0 a 10):
0—1—2—3—4—5—6—7—8—9—10.

1 - Dor pescoco, costas ou quadril (EVA 0 a 10):
0—1—2—3—4—-5—6—7—8—9—10.

2 - Dor em outras articulagoes (EVA 0 a 10):
0—1—2—3—4—-5—6—7—8—9—10.

3 - Desconforto ao toque em local de dor (EVA 0 a 10):
0—1—2—3—4—5—6—7—8—9—10.

4 Intensidade rigidez matinal (EVA 0 a 10):
0—1—2—3—4—5—6—7—8—9—10.

5 Duracao rigidez matinal (EVA de zero a 120 min): 0-10- 10= duas

horas ou mais

0—1—2—3—4—-5—6—7—8—9—10.

Escore final= 1+2+3+4 + (546) /2
5
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ANEXO E - BASFI

BASFI — (BATH ANKYLOSING SPONDYLITIS FUNCTIONAL INDEX)
Escore Final- média aritmética dos escores individuais

Vocé consegue:
1 - Vestir meias ou meia-calca sem ajuda ou auxilio de aparelhos?
0—1—2—3—4—5—6—7—8—9—10.

2 -Curvar o corpo da cintura para cima para pegar uma caneta no chdo sem o uso de
instrumento de auxilio?

0—1—2—3—4—5—6—7—8—9—10.
3 -Alcangar uma prateleira alta sem ajuda ou auxilio de um instrumento?
0—1—2—3—4—5—6—7—8—9—10.

4 - Levantar-se de uma cadeira sem bracos da sala de jantar sem usar suas maos ou qualquer
outro tipo de ajuda?

0—1—2—3—4—5—6—7—8—9—10.

5 - Levantar-se quando deitado de costas no chdao sem ajuda?
0—1—2—3—4—5—6—7—8—9—10.

6 - Ficar em pé sem ajuda por 10 minutos sem desconforto?
0—1—2—3—4—5—6—7—8—9—10.

7 - Subir 12 a 15 degraus sem usar o corrimdo ou outra forma de apoio (andador); um pé em
cada degrau?

0—1—2—3—4—-5—6—7—8—9—10.

8 - Olhar para tras, virando a cabeca sobre o seu ombro sem virar o corpo?
0—1—2—3—4—5—6—7—8—9—10.

9 - Fazer atividades que exijam esforco fisico, isto é, fisioterapia, jardinagem ou esporte?
0—1—2—3—4—5—6—7—8—9—10.

10 - Ter um dia repleto de atividades, seja em casa ou no trabalho?

0—1—2—3—4—-5—6—7—8—9—10.
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ANEXO G - ASQOL

ASQol - (Ankylosing spondylitis quality of life questionnaire)

1 - Minha doenga limita os lugares que eu posso ir: ()Sim ( )Nao
2 - As vezes tenho vontade de chorar: ( )Sim ( )Nao
3 - Eu tenho dificuldade para me vestir: ( )Sim ( )Nao

4 - Eu tenho dificuldade para fazer os servigos de casa: ( )Sim ( )Nao
5 - E Impossivel dormir: ( )Sim ( )Nao
6 - Eu sou incapaz de participar de atividades com a familia ou amigos:

( )Sim ( )Nao
7 - Estou cansando (a) o tempo todo: ( )Sim ( )Nao
8 - Eu tenho que ficar parando o que estou fazendo para descansar:

( )Sim ( )Nao
9 - Eu tenho dores insuportaveis: ( )Sim ( )Nao
10 - Eu demoro muito tempo para comegar minhas coisas pela manha:

( )Sim ( )Nao

11 - Eu sou incapaz de fazer os servigos de casa: ( )Sim ( )Nao
12 - Eu me canso facilmente: ( )Sim ( )Nao
13 - Eu me sinto frustrado frequentemente: ( )Sim ( )Nao
14 - A dor estad sempre presente: ( )Sim ( )Nao
15 - Eu sinto que deixo de fazer muitas coisas: ( )Sim ( )Nao
16 - Eu acho dificil lavar o meu cabelo: ( )Sim ( )Nao
17 - Minha doen¢a me deixa deprimido: ( )Sim ( )Nao

18 - Eu me preocupo se deixo as pessoas desapontadas: ( ) Sim ( )Nao

Numero de respostas afirmativas:
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ANEXO H - PROTOCOLO DE ANALISE HISTOPATOLOGICA

Diagnostico anatomopatologico — EXame NUMETO «..eeeeeeereerrvevsesssssesssesssssssssssssssssssssssssss

1- Biopsia de ileo:
[J Mucosa ileal histologicamente preservada.
O Ileite cronica linfoplasmocitaria em grau O discreto [ moderado [ intenso
Infiltrado de eosindfilos [ ausente [1 em quantidade [ pequena (I média [ grande

Erosio epitelial [ ausente [ presente
Hiperplasia linfoide OJ ausente [ presente
Granulomas epitelidides [ ausente [1 presente

2- Biopsia de célon ascendente:

[J Mucosa coldnica histologicamente preservada.

[ Colite cronica linfoplasmocitiria em grau [ discreto [ moderado [ intenso

Infiltrado de eosinofilos [ ausente [ em quantidade [ pequena (1 média (1 grande
Distribuicio das células inflamatdrias O em toda a espessura da mucosa [ com predominio
na porcio luminal da mucosa O com predominio na porcio basal da mucosa.

Erosio epitelial 1 ausente [ presente

Espessamento da zona da membrana basal [ ausente I presente

Hiperplasia linfoide OJ ausente [J presente

Granulomas epitelidides [ ausente [1 presente

3- Bidpsia de célon transverso:

[0 Mucosa coldnica histologicamente preservada.

O Colite cronica linfoplasmocitaria em grau O discreto [0 moderado [ intenso

Infiltrado de eosindfilos [ ausente [1 em quantidade [ pequena [ média [ grande
Distribuicio das células inflamatérias O em toda a espessura da mucosa [ com predominio
na porcio luminal da mucosa O com predominio na porcio basal da mucosa.

Erosio epitelial (1 ausente [ presente

Espessamento da zona da membrana basal [J ausente [ presente

Hiperplasia linfoide I ausente [ presente

Granulomas epitelidides [ ausente [1 presente

4- Bidpsia de célon esquerdo:

[J Mucosa coldnica histologicamente preservada.

[0 Colite cronica linfoplasmocitaria em grau [ discreto [ moderado [ intenso

Infiltrado de eosindfilos [ ausente [1 em quantidade [ pequena [ média [ grande
Distribuicio das células inflamatdrias [J em toda a espessura da mucosa [J com predominio
na porcio luminal da mucosa [0 com predominio na porcio basal da mucosa.

Erosio epitelial 1 ausente [ presente

Espessamento da zona da membrana basal [ ausente I presente

Hiperplasia linfoide [OJ ausente [J presente
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Granulomas epitelivides [J ausente [J presente

5- Biépsia de mucosa de reto:

[ Mucosa retal histologicamente preservada.

O Proctite cronica linfoplasmocitaria em grau O discreto 0 moderado O intenso

Infiltrado de eosindfilos [ ausente (1 em quantidade [ pequena [ média [ grande
Distribuicio das células inflamatérias O em toda a espessura da mucosa [ com predominio
na porcio luminal da mucosa O com predominio na porcio basal da mucosa.

Erosio epitelial (1 ausente [ presente

Espessamento da zona da membrana basal [J ausente [ presente

Hiperplasia linfoide O] ausente [ presente

Granulomas epitelidides [ ausente [1 presente
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Background. Gut inflammation is closely related to spondyloarthritis (SpA) pathophysi-
ology. Fecal calprotectin has been used to measure the degree of gut inflammation. The
phenotype of SpA may change according to studied population.

Aim. To study the fecal calprotectin levels in a sample of SpA in Brazilian patients and
its relationship with epidemiological, clinical and treatment variables as well as with the
macro and microscopic degree of gut inflammation.

Methods. Eighty five SpA patients were studied for epidemiological and clinical features,
functional and inflammatory indexes and fecal calprotectin levels measured using a ELI-
SA kit. Colonoscopy with intestinal biopsies were performed in 39 of them. At time of
colonoscopy a second calprotectin level was done after suspension of at least 3 weeks
of used anti-inflammatory nonsteroidal drugs (NSAIDs).

Results. Fecal calprotectin levels were higher in Ankylosing Spondylitis (AS) patients
(p <0.0001) and in those with axial involvement ( p = 0.002). No relationship was found
with SpA inflammatory and functional parameters (all p = ns). After suspension of
NSAIDs, a drop in fecal calprotectin levels was observed (from median levels of
215.0—76.0 ng/g; p = 0.01). In the colonoscopy, 33.3% had macroscopic signs of inflam-
mation and these patients had higher calprotectin (p = 0.009) than others. Microscopic
examination showed that all patients had lymphoplasmacytic infiltrate and eosinophilic
infiltrate; epithelial erosion was present in 27.2%.

Conclusions. Patients with ankylosing spondylitis and axial forms of diseases have high-
er fecal calprotectin levels. Patients with all types of SpA have microscopic inflammatory
changes in the gut. © 2019 IMSS. Published by Elsevier Inc.

Key Words: Fecal calprotectin, Gut, Inflammation, Spondyloarthritis, Ankylosing spondylitis.

Introduction small bowel mucosa (2—4). Therefore, FC levels are high
among patients with active inflammatory bowel diseases,
providing a diagnostic tool for differentiating between
recurrent abdominal pain and chronic inflammatory disease
in the intestine (5).

Gut inflammation is closely associated with chronic in-
flammatory joint diseases such as spondyloarthritis (SpA).
(6) The meaning of FC values in this context are not
—_— ) o o completely clear, but some authors have found that it may

Address reprint requests to: Renato Nisihara, Medicine Department, . . .
Evangelical Mackenzie University of Parana, R. Padre Agostinho, 2770, predict the appearance of future inflammatory bowel disease
Curitiba, 80730-000, Brazil; Phone/FAX: (+55) (41) 32405500; E-mail: associate with SpA. (7) Others have found correlation of their
renatonisihara@gmail.com values with disease activity (7,8). However, most of studies

Fecal calprotectin (FC) is a major cytosolic protein released
during neutrophils activation and it is a relatively new
marker for the inflammatory processes (1). Calprotectin is
stable in feces (2). It reflects the increased neutrophil
migration into the gut lumen across inflamed colonic and

0188-4409/$ - see front matter. Copyright © 2019 IMSS. Published by Elsevier Inc.
https://doi.org/10.1016/j.arcmed.2019.04.003
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are done in patients with ankylosing spondylitis and in Euro-
pean countries. SpA are diseases with phenotypes that change
according to ethnic background (9,10). Likewise intestinal
inflammation may suffer influence of dietary habits (11)
and environmental factors (12).

Herein we aimed to study the value of FC dosage in a
sample of different forms of SpA in patients from Brazil.

Methods

The Local Committee of Ethics in Research approved this
study and all participants signed consent. To be included
all patients should be over 18 years of age and fulfill the
SpA diagnosis according to ASAS classification criteria
(13). Patient’s diagnosed with inflammatory bowel disease
or any other chronic intestinal disease were excluded.

All patients answered a structured questionnaire that
included epidemiological data and data on gastrointestinal
symptoms (diarrhea, constipation, abdominal pain and
blood in the stools). The charts were reviewed for SpA
type, axial or peripheral involvement, disease duration, ex-
tra articular manifestations, HLA B27 presence, use of
medications, and values of hemoglobin, C reactive protein
(CRP), erythrocyte sedimentation rate (ESR). Patients were
submitted to measurement of BASDAI (Bath Ankylosing
Spondylitis index) (13), ASDAS ESR (Ankylosing Spondy-
litis disease Activity Score using ESR) (14), ASDAS CRP
(Ankylosing Spondylitis disease Activity Score using
CRP), (14) MASES (Maastricht Ankylosing Spondylitis
Score), (15) BASMI (Bath Ankylosing Spondylitis metro-
logical index) (13), BASFI (Bath Ankylosing Spondylitis
Functional Index) (13), ASQoL (Ankylosing Spondylitis
quality of life questionnaire) (16,17) and HAQ (Health
Assessment Questionnaire) (18), At this time, a stool sam-
ple was collected for calprotectin mensuration.

The FC were measured using a commercial ELISA kit
(Buhlmann, Basel, Switzerland). After a short extraction
procedure using 50 mg of feces and 2.5 mL of extraction
buffer, the selective measurement of FC by sandwich ELI-
SA was performed. Briefly, a monoclonal capture antibody
specific to FC heterodimeric and polymeric complexes is
coated onto the microtiter plate. Calibrators, controls and
patients extracts diluted 1:50 were incubated at room tem-
perature for 30 minutes. After a washing step, a detection
antibody conjugated to horseradish peroxidase was added.
After incubation and a further washing step, tetramethyl-
benzidine was added, followed by a stopping reaction.
The absorption was measured at 450 nm with Bio-tek In-
struments, Inc. ELX 800 (USA) (19). In according with
manufacturer instructions, values below 50 pg/g are not
indicative of inflammation in the gastrointestinal tract.
Levels between 50—200 pg/g are considered undetermined
and suggestive of repeating measurement and performing
further investigations. FC values above 200 ng/g are

indicative of active organic disease with inflammation of
the gastrointestinal tract (19).

All patients were invited to do a colonoscopy with intes-
tinal biopsy of terminal ileum, ascendant transverse and
descendent colon and rectum. A single pathologist, blind
to clinical and colonoscopy findings, examined all biopsy
samples, searching for lymphoplasmacytic infiltrate, eosin-
ophil infiltrate, epithelial erosions, lymphoid hyperplasia
and granulomas in hematoxylin-eosin staining. At time of
colonoscopy, all patients that were previously using AINHs
had their medication stopped for, at least, 21 d. A new sam-
ple for measure of FC was collected simultaneously with
colonoscopy.

Data was collected in frequency and contingency tables.
Shapiro Wilk test was used to judge data distribution and
central tendency was expressed in mean and standard devi-
ation or median and interquartile range (IQR) according to
the distribution of studied data. Comparison studies were
done by Fisher and 7> tests when data was nominal and
for Mann Whitney and Kruskall Wallis tests when numeric.
Correlation studies were done by Spearman test. Multiple
regression was applied to study independency of variables.
The software Medcalc 10.0 was used for tests calculations.
The adopted significance was of 5%.

Results
Description of Studied Sample

Eighty-five patients were included: 55/85 (64.7%) males
and 30/85 (35.2%) females. The median age was
49.3 4+ 11.9 years and the median disease duration of
14 years. In this sample 40/85 (47%) were non-smokers,
65/85 (76.4%) auto declared Caucasians and 20/85 (23.5)
auto declared Afro-descendants. The clinical profile and
used treatment of the studied sample is in Table 1.

In this sample, 21/85 (29.4%) had gastrointestinal com-
plaints: abdominal pain in 5/85 (5.8%), hematochezia in 8/
85 (9.4%), diarrhea in 8/85 (9.4%) and intestinal constipa-
tion in 8/85 (9.4%). The FC values ranged from 18 to
1346 pg/g (median 92.0; IQR = 48.0—183.0). In 24/85
(28.2%) the FC was <50 pg/g; in 43/85 (50.5%), the
values were between 50 and 200 pg/g and in 18/85
(21.2%) FC values were >200 pg/g.

Study of Fecal Calprotectin Values According to
Epidemiological, Clinical and Treatment Variables

The comparison of FC values according to SpA type and
involvement type are on Figure 1. The ankylosing spondy-
litis and patients with axial involvement had higher values
than the others did.

Studying the FC values according to ethnic background,
gender, presence of HLA B27 and tobacco use no differ-
ences were found (all p = ns). Patients with skin lesions



Table 1. Clinical and treatment profile of studied SpA

(Spondyloarthritis) sample (n = 85)
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SpA type
Ankylosing Spondylitis
Psoriatic arthritis
Undifferentiated form
Non radiographic SpA
Juvenile SpA
Reactive arthritis
Involvement type
Axial
Peripheral
Mixed
HLA B27 Positive
Median hemoglobine g/dL (IQR)
Median ESR mm/h (IQR)
Median C Reactive protein mg/dL (IQR)
Mean ASDAS ESR
Mean ASDAS CRP
Median BASDAI (IQR)
Median BASMI (IQR)
Median MASES (IQR)
Median BASFI (IQR)
Median ASQoL (IQR)
Mean HAQ
Treatment
Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID)
Intermittent use
Continuous
Glucocorticoid (dose 5—20 mg prednisone/day)
DMARDs

52/85 (61.1%)
18/85 (21.1%)
5/85 (5.8%)
5/85 (5.8%)
4/85 (4.7%)
1/85 (1.1%)

36/85 (42.3%)
10/85 (11.7%)
39/85 (45.8%)
45/65 (69.2%)
14.4 (12.7—-15.2)
23.5 (9.5—40.0)
8.0 (2.8—20.0)
2.68 + 1.18
251 + 1.02
2.4 (1.6—4.3)
4.5 (2.6—6.0)
0 (0—4.0)
5.1 (2.5-7.2)
9.15 + 478
0.99 + 0.66

5/85 (5.8%)
22/85 (25.8%)
4/85 (4.7%)

Sulphasalazine 8/85 (9.4%)
Methotrexate 16/85 (18.8%)
Anti TNF-o 38/45 (44.7%)
Etanercept 15/85 (17.6%)
Infliximab 5/85 (5.8%)
Adalimumab 16/85 (18.8%)
Certolizumab 1/85 (1.2%)
Golimumab 1/85 (1.2%)
IQR = interquartile rate; ESR- erythrocyte sedimentation rate;

ASDAS = Ankylosing Spondylitis disease Activity Score; BASDAI =
Bath Ankylosing Spondylitis index; BASMI = Bath Ankylosing Spondy-
litis metrological index MASES = Maastricht Ankylosing Spondylitis
Score; BASFI = Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index;
ASQol = Ankylosing Spondylitis quality of life questionnaire; HAQ =
Health Assesment Questionnaire; DMARD = disease modifying rheu-
matic drugs.

had lower levels than those without it (median of 53.0 pg/g
vs. 106.0 ng/g; p = 0.0004) and patients with uveitis had
higher values than those without it (median of 121 ng/g
versus median of 74.5 ng/g; p = 0.04).

None of gastrointestinal complaints could be linked to
FC values (all p = ns). Also, the use of medications
(including NSAIDs or nonsteroidal anti-inflammatory
drugs) did not influence the values of FC in the studied
sample as seen in Table 2.

Correlation studies of FC values with hemoglobin, ESR,
CRP, ASDAS ESR, ASDAS CRP, BASDAI, BASFI, BASMI,
MASES, ASQoL, HAQ were non-significant (all p = ns).

As the FC values were positively associated with diag-
nosis of ankylosing spondylitis, axial involvement, pres-
ence of uveitis and negatively associated with skin
lesions, a multiple regression was done to access indepen-
dence of variables and only the diagnosis of ankylosing
spondylitis (p = 0.03) and axial involvement (p = 0.04)
remained significant.

During the study, one patient with very high FC levels
(1.346 ng/g) developed full blown inflammatory bowel dis-
ease and was excluded from further examinations. This pa-
tient was using certolizumab at time of inflammatory bowel
disease diagnosis.

Study of Colonoscopy and Histologic Findings and A
Second Dosage of Calprotectin

Thirty-nine patients agreed with the realization of colonos-
copy (58.9% with ankylosing spondylitis; 17.9% with pso-
riatic arthritis and 23.0% of others). None of these patients
was on NSAIDs for, at least, four weeks. In 38.4%, anti-
TNF-o. treatment was used (10.2% with etanercept),
15.3% were on methotrexate and 12.8% on sulphasalazine.
A new dosage of FC was done and showed
values > 200 pg/g in 12%; values between 50—200 pg/g
in 48% and <50 pg/g in 40%.

Isolating the patients subgroup that used NSAIDs during
the first dosage, we found that the median value of FC when
using these drugs was 215.0 pg/g IQR = 67.0—405.0 pg/
g) and when not wusing them was 76.0 pg/g
(IQR = 42.7—116.3 ng/g) with p = 0.01.

Restudying inflammatory and functional parameters
with the FC, in patients without NSAIDS, we did not found
any association with BASDAI, ASDAS ESR, ASDAS CRP,
MASES, BASMI, BASFI, HAQ, ASQoL, CRP, ESR and
hemoglobin (all p = ns).

In this sample, 33.3% had macroscopic inflammation;
25.6% had polyps: 17.9% had diverticula; and 41.0% were
macroscopically normal.

Histological studies showed that none of the patients had
normal mucosa; 27.2% had epithelial erosions; 100% had
lymphoplasmacytic infiltrate; 100% had eosinophilic infil-
trate; 92.5% had lymphoid hyperplasia; none had epithe-
lioid granulomas and none had thickening of the
basement membrane. Details of histological findings are
in Table 3.

FC was higher in patients with macroscopic inflamma-
tion at colonoscopy (median value of 138 pg/g in those with
inflammation versus 39 pg/g in those without inflammation
with p = 0.009). The histological finding of mucosal
erosion did not modify the values of FC in a statically sig-
nificant manner (median values of 102 pg/g in those with
and 50.5 pg/g in those without it, with p = 0.51). FC values
according to the presence of lymphoplasmacytic infiltrate
or eosinophilic infiltrate could not be analyzed, as these
findings were almost universal.
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Figure 1. A). Fecal calprotectin according spondyloarthritis (SpA) type. Ankylosing spondylitis (AS): Median 137.0 pg/mL. Psoriatic arthritis (Pso A): Me-
dian of 53.0 pg/mL. Others: Median 73.0 pg/mL; p <0.0001. (B). Fecal calprotectin according to local of involvement. Note: Axial form: Median of
152.0 pg/mL. Peripheral form: Median of 73.0 pg/mL. Mixed form: Median of 74 pg/mL; p = 0.002.

Discussion

Our results showed that FC levels are linked to the diagno-
ses of ankylosing spondylitis and musculoskeletal axial
involvement. We are not able not associate FC levels
neither to disease activity or functional impairment. It also
showed, as expected, that patients with the presence of
macroscopic inflammation have higher FC although the as-
sociation with the microscopic findings could not be prop-
erly studied. Histological erosion did not affect FC
(p = 0.51) but there was important difference in the median
levels of this biomarker (102 pg/g vs. 50.2 pg/g). It is
possible that our sample did not have enough strength to
show this difference, as only six patients had this histolog-
ical finding. It was also observed that eosinophilic and lym-
phoplasmacytic infiltrates are almost universal in all SpA
patients.

Finding higher levels of FC in SpA patients with pre-
dominant axial involvement and knowing that its values
are associated with mucosal inflammation, may allow the
hypothesis that the gut participation is more important in
the pathophysiology of axial than in the peripheral forms
of the disease. Axial forms have strong entheseal participa-
tion (20) while in the peripheral, synovitis are also impor-
tant. Prostaglandin E2, fostering the production of

interleukins (IL) from IL23-IL17 axis, plays a key role in
the enthesis inflammation. In mice IL-23 responsive cells
are identified at entheseal sites (21,22). These mediators
leads to the influx of innate immune cells and homing of
inflammation into the entheses, which is followed by
mesenchymal tissue responses and new bone formation
(23). According to Sherlock JP, et al. (21), IL-23 promotes
highly specific entheseal inflammation by acting on a pop-
ulation of CD3+-CD4—CDS8— entheseal resident lympho-
cytes and the expression of this cytokine alone, in the
absence of any other inflammatory signal, is enough to
generate classical features of SpA. IL-23 is active at
mucosal surfaces and it is produced by the gut, suggesting
that the intestinal mucosa could be a main site of IL-23 pro-
duction in this context (24).

We did not find any association of FC with disease activ-
ity showing that, although intestinal inflammation may be
very important in the initiation of SpA pathophysiology,
it may not be as important in keeping the disease activity.
However, others found contrasting results. Moreno-
Martinez MJ, et al. (25), studying 33 SpA patients from
Spain, found association of FC with CRP but not with
any other inflammatory parameters. Klinberg et al (7) found
that fecal calprotectin was positively and significantly
correlated with parameters reflecting high disease activity.

Table 2. Fecal calprotectin values according to used medications in 85 Spondyloarthritis patients

Median calprotectin (ng/g) in patients with the drug Median calprotectin (ng/g) in patients without the drug P

Anti-inflammatory nonsteroidal drugs (NSAIDs)
Continuous use 84.0 (46.0—234.3)
Intermitent use 76.0 (61.5—227.0)
DMARDS (disease modifying rheumatic drugs)

Methotrexate 75.0 (38—215.0)

Sulphasalazine 135.5 (94.2—186.0)
Anti TNF o drugs

Any 92.5 (49.0—194.3)

Etanercept 126.0 (55.0—174.0)

Monoclonal antibodies 69.0 (41.2—207.3)

92.0 (48.0—159.5) 0.69
92.0 (61.5—-227.0) 0.95
123.0 (62.5—220.5) 0.29
85.0 (44.0—183.5) 0.16
92.0 (49.0—193.0) 0.88
91.0 (49.0—192.0) 0.57
91.0 (49.0—192.0) 0.53
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Table 3. Histological findings in intestinal mucosal biopsy of

Spondyloarthritis patients

Terminal ileum
Normal mucosa
Lymphoplasmacytic infiltrate

Epithelial erosion
Lymphoid hyperplasia
Right colon
Normal mucosa
Lymphoplasmacytic infiltrate

Eosinophilic infiltrate

Epithelial erosion

Lymphoid hyperplasia
Transverse colon

Normal mucosa

Lymphoplasmacytic infiltrate

Eosinophilic infiltrate

Epithelial erosion
Lymphoid hyperplasia
Left colon
Normal mucosa
Lymphoplasmacytic infiltrate

Eosinophilic infiltrate

Epithelial erosion

Lymphoid hyperplasia
Rectum

Normal mucosa

Lymphoplasmacytic infiltrate

Eosinophilic infiltrate

Epithelial erosion
Lymphoid hyperplasia

—7.4%

Discrete —70.3%
Moderated —22.2%
Intense —0

11.1%

55.5%

0

Discrete —29.6%
Moderated —70.3%
Intense —0

Discrete —62.9%
Moderated —22.2%
Intense —0

0

22.2%

11.1%

Discrete —37.7%
Moderated —51.8%
Intense —0

Discrete —55.5%
Moderated —25.9%
Intense —0

0

29.6%

0

Discrete —52.8%
Moderated —48.1%
Intense —0
Discrete —66.6%
Moderated —25.9%
Intense —0

0

40.7%

0

Discrete —77.7%
Moderated —25.9%
Intense —0
Discrete —25.9%
Moderated —74.0%
Intense —0

11.1%

29.6%

None of studied segment had epithelioid granuloma, neither thickening of
the basement membrane. All inflammatory infiltrates either were located in
the luminal portion or distributed throughout the thickness of the mucosa.
None had predominant basal localization.

Dstgard et al, (26) studying 15 SpA patients with BASDAI
=4, found that patients with elevated FC had more inflam-
mation in the sacroiliac joints on MRI. It is possible that we
could not demonstrate this association because several of
our patients were using anti-TNFo drugs and this may have
blunted the possible association. In addition, it may be
important to note that our sample included several types
of SpA, some with peripheral predominance, and not only

ankylosing spondylitis as most of the previous studies
did. Yet, the coexistence of intestinal parasitosis and its
interference in local inflammatory parameters may modify
the FC values. Helminths are common in low and middle-
income countries as ours (27). They secrete several mole-
cules that can modulate the immune responses, favoring
their evasion and perpetuate their survival in the host but
that also interferes with local inflammatory responses
(28). This is one of explanations why inflammatory bowel
diseases are more common in industrialized countries.
However, this issue needs further studies.

In the present study, it was not possible to note differ-
ences in FC levels with NSAIDs use at first dosage. Never-
thless, when we compared the first measurement with the
second, where these medications have been withdrawn,
we found statistical significance. The use of these medica-
tions is a major source of concern in the interpretation of
FC values due to their actions in gastrointestinal mucosa.
Several works have found that NSAIDs causes elevation
in FC. (7,29). Klingberg E, et al. (7) noted that 3 week
cessation of NSAIDs resulted in a drop of a median
116 mg/kg in FC. On the other hand, a study in Spain did
not demonstrate association modifications in FC levels by
NSAIDs (25) as well as another by Matzkies FG, et al. (30).

Finally, we found that inflammatory infiltrates are almost
universal in our sample. This is interesting as our sample
had several types of SpA and not only ankylosing spondy-
litis showing that intestinal inflammation is present in all
types of SpA, including psoriatic arthritis. In psoriasis, skin
microbioma alterations are considered important (31).
However, Codoner FM, et al. (32) found that intestinal mi-
crobioma in psoriasis patients is clearly different from those
of healthy population. Our study corroborates the gut
participation in this complex disease.

Concluding, we highlight that in our investigation pa-
tients with ankylosing spondylitis and axial forms of dis-
eases have higher FC levels. In addition, that patients
with all types of SpA have microscopic inflammatory
changes in the gut.
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