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RESUMO

Lacombe, LAC. Analise da Permeabilidade Intestinal Através da Dosagem Sérica de
Zonulina e sua Relagdo com Escores de Atividade Clinica e Marcadores Inflamatorios
em Pacientes com Doenga Inflamatéria Intestinal [dissertagdo]. Floriandpolis:
Universidade Federal de Santa Catarina; 2021.

Introducgao: A doenca inflamatdria intestinal (DIl) compreende o espectro entre a
doenca de Crohn (DC) e a colite ulcerativa (UC), condigédo cuja prevaléncia em paises
como o Brasil vem aumentando significativamente nos ultimos anos. A fisiopatologia
da DIl ndo esta totalmente conhecida, mas sabidamente o processo inflamatério
cronico associa-se a uma resposta imunoldgica inadequada e ocorre, sobretudo, em
individuos geneticamente predispostos sob um contexto ambiental favoravel ao
desenvolvimento dessa condicdo. Alteracbes na funcdo de barreira do epitélio
intestinal e, consequentemente, um aumento da permeabilidade intestinal, tém sido
citados como fatores importantes na patogénese de diferentes condi¢gdes autoimunes,
entre elas, a DIl. Objetivos: Estudar as concentragdes séricas da zonulina em
pacientes portadores de DIl e a sua relacdo com indices clinicos de atividade da
doenca e marcadores inflamatérios circulantes. Métodos: Estudo observacional
transversal que incluiu 117 pacientes com DIl e 32 individuos que compuseram o
grupo controle. Foram coletados dados epidemioldgicos e clinicos dos pacientes com
DIl e aplicados escores de atividade clinica. Do ponto de vista laboratorial, todos os
individuos foram submetidos a coleta de sangue periférico para realizagao de exames
usuais e para determinagao das concentragdes de proteina C reativa (PCR), zonulina
e de citocinas inflamatdrias. Resultados: Dentre os pacientes com DIl, a média de
idade foi de 44,0 + 15,9 anos, com uma predominancia do sexo feminino (66,7%). Em
relacdo ao diagnostico estabelecido, 60 (51,3%) pacientes eram portadores de DC;
apenas 16,2% dos pacientes ja haviam sido submetidos a intervengdes cirurgicas
relacionadas a DIl. No momento da avaliagao clinico-laboratorial, 56,7% dos pacientes
com DC encontravam-se em remissao clinica e, dentre os pacientes com UC, 59,2%
deles assim se encontravam. Nao foram observadas diferencas estatisticas na
concentragao sérica da zonulina entre pacientes com DIl (95,28 ng/mL) e individuos
do grupo controle (96,61 ng/mL; p = 0,573). Dentre os pacientes com DIl, as
concentragdes da zonulina foram estatisticamente mais elevadas no sexo feminino e
correlacionaram-se positivamente com o indice de massa corporal (IMC). Nos
pacientes com DC, as concentragbes da zonulina ndo se correlacionaram com o
indice de atividade da doenga, mas, dentre os pacientes com UC, a concentracéo da
zonulina correlacionou-se positivamente com o indice de atividade da doenga (p =
0,041). Em relacdo as citocinas inflamatérias, ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significativas em relacao as concentragbes entre pacientes com DI
e 0 grupo controle. As concentragbes da zonulina ndo se correlacionaram as das
citocinas circulantes entre os pacientes com DIl. Dentre os pacientes com DII, aqueles
que apresentaram histéria de internagdo hospitalar prévia relacionada a essa
condicdo demonstraram concentragdes séricas de IFN-y e IL-17A estatisticamente
mais elevadas do que pacientes sem esse antecedente (p = 0,030 e p = 0,024,
respectivamente). Conclusodes: Neste estudo, que incluiu majoritariamente pacientes
com DIl bem controlada, a concentragao sérica da zonulina e de diferentes citocinas
inflamatérias nao diferiu entre pacientes com DIl e individuos sem essa condigao.
Observaram-se concentragdes mais elevadas da zonulina em pacientes do sexo
feminino e em pacientes com valores mais elevados de IMC. A concentragao sérica
da zonulina relacionou-se com a atividade clinica na UC, mas nao na DC.



Descritores: doenga inflamatdria intestinal; permeabilidade intestinal; zonulina;
citocinas inflamatérias; atividade da doenca.



ABSTRACT

Lacombe, LAC. Analysis of Intestinal Permeability Through Serum Zonulin and its
Relation with Clinical Activity Scores and Inflammatory Markers in Patients with
Inflammatory Bowel Disease [dissertac&o]. Floriandpolis: “Universidade Federal de
Santa Catarina”; 2021.

Introduction: Inflammatory bowel disease (IBD) comprises the spectrum between
Crohn's disease (CD) and ulcerative colitis (UC), a condition whose prevalence in
countries such as Brazil has increased significantly in recent years. The
pathophysiology of IBD is not fully understood, but it is known that the chronic
inflammatory process is associated with an inadequate immune response and occurs,
mainly, in genetically predisposed individuals under a favorable environmental context
to the development of this condition. Changes in the intestinal epithelial barrier function
and, consequently, an increase in intestinal permeability, have been suggested as
important factors in the pathogenesis of different autoimmune conditions, including
IBD. Objectives: To study serum zonulin concentrations in patients with IBD and their
relationship with clinical indices of disease activity and circulating inflammatory
markers. Methods: This was a cross-sectional observational study that included 117
patients with IBD and 32 individuals who made up the control group. Epidemiological
and clinical data were collected from patients with IBD and clinical activity scores were
applied. All subjects underwent peripheral blood collection to perform the usual tests
and to determine the concentrations of C-reactive protein (CRP), zonulin and
inflammatory cytokines. Results: Among patients with IBD, the mean age was 44.0 +
15.9 years, with a predominance of female gender (66.7%). Regarding the established
diagnosis, 60 (51.3%) patients had CD; only 16.2% of patients had already undergone
surgical interventions related to IBD. At the time of clinical and laboratory evaluation,
56.7% of patients with CD were in clinical remission and, among patients with CU,
59.2% of them presented with this clinical status. There were no statistical differences
in serum zonulin concentrations between patients with IBD (95.28 ng/mL) and the
control group (96.61 ng/mL; p = 0.573). Among patients with IBD, zonulin
concentrations were statistical higher in females and correlated positively with body
mass index (BMI). In patients with CD, zonulin concentrations did not correlate with
disease activity index, but among patients with UC, zonulin concentrations correlated
positively with disease activity index (p = 0.041). Regarding inflammatory cytokines,
we did not observe a statistically significant difference in relation to these
concentrations between patients with IBD and the control group. Zonulin
concentrations did not correlate with circulating cytokines among IBD patients. Among
patients with IBD, those who had a history of hospital admission related to this
condition demonstrated statistical higher serum concentrations of IFN-y and IL-17A
than patients without this history (p = 0.030 and p = 0.024, respectively). Conclusions:
In this study, which mostly included patients with well-controlled IBD, the serum
concentration of zonulin and different inflammatory cytokines did not differ between
patients with IBD and individuals without this condition. Higher concentrations of
zonulin were observed in female patients and in patients with higher BMI values. The
serum concentration of zonulin was related to clinical activity in UC, but not in CD.

Descriptors: inflammatory bowel disease; intestinal permeability; zonulin; inflammatory
cytokines; disease activity.
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1 INTRODUGCAO

1.1DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL

1.1.1 Aspectos gerais e epidemiolégicos

A doenga inflamatdria intestinal (DIl) compreende o espectro entre a colite
ulcerativa (UC) e a doenca de Crohn (DC). Ambas sdo condigbes imunomediadas
caracterizadas por inflamacao intestinal crénica, estando associadas a uma maior
morbimortalidade e a elevados custos ao sistema de saude (1).

A prevaléncia da DIl é variavel de acordo com as varias regides geograficas do
mundo. Ainda que paises desenvolvidos, como aqueles pertencentes ao continente
europeu, apresentem os maiores indices da doenca, nos ultimos anos, a incidéncia
da DIl vem aumentando nas regides em desenvolvimento como em paises da Asia e
da Africa, em paises da Europa oriental e em paises da América do Sul, como no
Brasil (2, 3).

Uma revisao sistematica baseada em estudos populacionais e publicada por
autores de diferentes centros em 2017 demonstrou que, no Brasil, no periodo entre
1988 e 2016, observou-se um aumento na porcentagem anual de casos de 11,1%
(IC95% 4,8-17,8) para DC e de 14,9% (IC95% 10,4-19,6) para UC (3). No que se
refere a numeros absolutos, uma revisdo sistematica realizada na América Latina
evidenciou que a incidéncia da DC no Brasil aumentou significativamente nas ultimas
quatro décadas, aumentando de 0,08 casos por 100.000 habitantes em 1988 para
0,68 casos por 100.000 habitantes entre 1991 e 1995, para 3,5 casos por 100.000
habitantes entre 2001 e 2005 e para 5,48 casos por 100.000 habitantes em 2015 (4).

1.1.2 Fisiopatologia

A fisiopatologia da DIl ndo esta, até o momento, totalmente esclarecida, mas
fatores genéticos, ambientais e fatores intrinsecos relacionados ao individuo portador
dessa condi¢ao contribuem para o desenvolvimento da inflamacao intestinal.

Do ponto de vista genético-molecular, a DIl € uma doenga poligénica, com mais
de duzentas e quarenta variantes alélicas conhecidas que acarretam em um maior

risco para o desenvolvimento da DII, incluindo variantes em genes cujas proteinas
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codificadas influenciam vias intracelulares de reconhecimento de produtos da
degradagao microbiana, vias da autofagia e aqueles que estao envolvidas na fungéo
de barreira epitelial e da regulagcdo da imunidade inata e adaptativa (5).

Muitos fatores ambientais, incluindo o tabagismo, a dieta, medicamentos,
poluicdo da agua, variagbes geograficas, alteragcbes do sono e estresse, foram
identificados como fatores de risco para o desenvolvimento e recaidas da DII.
Estratégias de saude publica implementadas em décadas passadas, assim como o
uso crescente de antimicrobianos, levaram a mudangas na interagcdo entre o ser
humano e o0s micro-organismos presentes no ambiente. Consequentemente,
mudangas na microbiota intestinal ocorreram e o desequilibrio entre bactérias
protetoras e patogénicas (disbiose) contribui para o desenvolvimento da DIl (6).

Diversos estudos relacionados ao microambiente da resposta imunoldgica
foram conduzidos para uma melhor compreensao da fisiopatologia da DII. A perda da
homeostase intestinal e do equilibrio da resposta imunolédgica presente na lamina
propria sao importantes mecanismos encontrados no desenvolvimento da DIl. A
disfuncdo das vias imunes inata e adaptativa é considerada fator relevante para a
resposta inflamatdria intestinal aberrante em pacientes com essa condigao. Estudos
relacionados com a resposta imune adaptativa resultou na compreensao de que a DC
e a UC relacionam-se a vias imunolégicas distintas de inflamacgao intestinal — acredita-
se que a DC seja incitada por uma resposta imune com predominio de células T helper
do tipo 1 (Th1), enquanto a UC por uma resposta imune com predominio de células T
helper do tipo 2 (Th2) (7). A resposta mediada por células T helper do tipo 17 (Th17)
também representa uma via de resposta celular envolvida na fisiopatologia da DC,
principalmente pela participacao de interleucinas proé-inflamatérias secretadas pelas
células do sistema imune inato, como por exemplo, pelos macréfagos e por outras

células apresentadoras de antigenos (8).

1.1.3 Caracteristicas clinicas

A DIl € uma condigdo crbnica que acomete predominantemente o sistema
digestivo e que leva ao desenvolvimento de um processo inflamatoério cujo curso
clinico é caracterizado por periodos de surto e remissdo. Essa doenga acomete

principalmente individuos jovens e em idade laboral, levando, muitas vezes, a uma
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perda da produtividade, comprometimento da qualidade de vida e potencial
necessidade de internagdes hospitalares.

A DC pode acometer qualquer regido do sistema digestivo, desde a boca até o
anus, com um padrao de acometimento salteado, tendo como principais
manifestagdes clinicas a dor abdominal, a diarreia e a perda ponderal. O processo
inflamatorio ocorre de forma transmural, acometendo todas as camadas do 6rgéo,
podendo levar a complicagdes como estenoses, abscessos e fistulas perianais (9). A
utilizagao da classificacdo de Montreal auxilia na caracterizacdo do comportamento e
localizagdo da doenca nos pacientes portadores dessa condi¢cdo (10). A Tabela 1

exemplifica a classificagao de Montreal para DC.

Tabela 1 — Classificacdo de Montreal para doenga de Crohn.

Idade ao diagnéstico Localizagao Comportamento
A1 — 16 anos ou L1-ileoterminal B1 — Nao estenosante e nao
menos penetrante
A2 - 17 a 40 anos L2 — Cdlon B2 — Estenosante
A3 — Mais de 40 anos L3 — lleocolbnica B3 — Penetrante
L4 — Trato digestivo p — Doenca perianal associada
superior

A UC acomete predominantemente o colon, conferindo um padrao de
acometimento inflamatério continuo, inicialmente no reto, mas podendo acometer
regides mais proximais do coélon, sendo restrito a mucosa. Os sintomas estao
relacionados com a intensidade da inflamagao e com a extensao da mesma e, mais
comumente, sdo diarreia com sangue, tenesmo, urgéncia evacuatéria e dor
abdominal. Eventualmente sangramento macico pode ocorrer (9, 11). Como na DC, a
classificagdo de Montreal também ¢é utilizada para descrever o padrdo de
acometimento da doenca (10). A Tabela 2 exemplifica a classificagao de Montreal para
ucC.
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Tabela 2 — Classificacdo de Montreal para colite ulcerativa.

Termo Distribuicao Descrig¢ao
E1 Proctite Envolvimento limitado ao reto
E2 Colite esquerda Envolvimento limitado a porgao

distal do coélon até a flexura
esplénica, também chamada

de colite distal

O envolvimento  acomete
E3 Pancolite por¢cdes proximais a partir da
flexura esplénica, incluindo a

pancolite

1.1.4 Diagnéstico da doenga inflamatoéria intestinal

O diagndstico da DC e da UC requer uma avaliagao cuidadosa de diferentes
aspectos. Sao fundamentais as informagdes coletadas por meio da anamnese e da
realizacdo do exame fisico (aspectos abordados no item anterior (1.1.3)), os exames
laboratoriais, como por exemplo, a avaliagao das concentragdes da proteina C reativa
(PCR) (este topico sera explorado com mais detalhes posteriormente) e da
calprotectina fecal, dos exames endoscoépicos, dos achados histolégicos e
radiologicos. Dessa forma, € possivel perceber que esse conjunto de exames
complementares traduzem a heterogeneidade e a complexidade dessa condi¢gdo. Nao
ha, até o momento, espaco para a utilizagdo de exames soroldgicos ou genéticos no
diagndstico da DIl (12).

A calprotectina € uma proteina encontrada no citoplasma dos neutroéfilos, sendo
um marcador inflamatério ndo invasivo e capaz de ser dosado nas fezes. E uma
avaliacao util para a diferenciacdo entre quadros clinicos funcionais, como por
exemplo, a sindrome do intestino irritavel e doencas inflamatérias, como a DII. E
utilizada, também, no seguimento de pacientes com DIl ao longo do seu tratamento e
apresenta uma boa correlagcdo com exames endoscopicos na detec¢cdo da presenca

de atividade inflamatéria (13).
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A endoscopia digestiva, principalmente o exame de ileocolonoscopia,
apresenta um papel importante no diagndstico e estadiamento da DII, visto que
possibilita a visualizacao direta da area inflamada e da sua extensao, a realizacido do
diagndstico diferencial com outras doencgas e permite a obtengcdo de material para a
analise histolégica. O 3° Consenso da European Crohn’s and Colitis Organisation
(ECCO) descreve que os principais achados em exames de ileocolonoscopia na DC
sdo as lesdes salteadas (areas de mucosa inflamada entrepostas com areas de
mucosa de aspecto normal), ulceras de formato longitudinal, podendo estas
conferirem um aspecto em “pedra de calcamento”, orificios fistulosos e estenoses,
sendo que, na maioria dos casos, o reto esta poupado. Na UC, por sua vez, os
achados endoscopicos tem inicio a partir da borda anal, com um padrdao de
acometimento continuo, confluente e circunferencial, apresentando uma linha
demarcatéria entre a mucosa inflamada e a mucosa normal. Alguns achados como
edema, perda do padrdo vascular submucoso, friabilidade e erosdes sdo aspectos
comuns a serem observados na UC (14, 15).

O mesmo grupo acima citado (ECCO) descreve os principais achados
histolégicos encontrados na DIl. Na DC, os achados que estdo bem estabelecidos e
que auxiliam no diagndstico dessa condigdo sao a inflamagéao focal crbénica rica em
linfocitos e plasmacitos, a irregularidade focal de criptas e a presencga de granulomas
limitados a lamina propria. Os principais achados histolégicos encontrados na UC sao
o infiltrado plasmocitario focal ou difuso, a distor¢ao arquitetural de criptas, a atrofia
da mucosa, um infiltrado inflamatério ocasionando criptite e a presenca de abscessos
de criptas (14, 15).

Os exames radiolégicos desempenham um papel importante no diagndstico da
DIl. Na DC, as duas principais modalidades utilizadas sao a tomografia
computadorizada (TC) e a ressonancia magnética (RM) de abdome, ambas auxiliam
no diagnostico do acometimento do intestino delgado (demonstragdo de
espessamento da parede, areas de estenose, ingurgitamento dos vasos penetrantes,
aumento de linfonodos), assim como na deteccdo de complicagdes da doenca
penetrante, como na identificagao de fistulas e abscessos. Em casos graves de UC,
a realizacdo de uma radiografia simples de abdome auxilia no diagnéstico do
megacolon téxico (dilatagao do cdélon transverso = 5,5 cm), estando a TC de abdome
reservada para os casos de suspeita de perfuracao (14, 16).
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1.1.5 Tratamento da doenca inflamatéria intestinal

Por ser uma doencga cronica e com complicagcdes frequentes, o tratamento da
DIl é multidisciplinar e envolve diferentes profissionais da area da saude, como
gastroenterologista e/ou proctologista, profissionais da enfermagem, nutricionistas e
psicologos.

A decisao terapéutica é baseada na analise individual de cada caso, levando-
se em consideracao a intensidade dos sintomas, a extensao do acometimento, a
intensidade da atividade inflamatdria endoscopica, a presenca de manifestacoes
extraintestinais, a presenca de doenca perianal fistulizante, a refratariedade prévia a
algum tratamento e as caracteristicas particulares de cada individuo. De uma forma
pratica, tanto a DC quanto a UC podem ser classificadas em doenca leve, moderada
e grave. O tratamento medicamentoso pode ser dividido em duas principais fases, a
de indugéo e a de manutengao (17-19).

O tratamento farmacolégico consiste na utilizagado de medicamentos que atuam
de forma local ou sistémica no processo inflamatério. Exemplos sido os
aminossalicilatos, glicocorticoides, imunossupressores ou imunomoduladores e
imunobioldgicos com diferentes mecanismos de acéo (20, 21). A Tabela 3 lista os

principais medicamentos utilizados na pratica clinica e seus mecanismos de acgao.
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Tabela 3 — Principais medicamentos utilizados no tratamento da doenca inflamatoria
intestinal.

Classe

Mecanismo de agao

5-Aminossalicilatos (mesalazina,

sulfassalazina)

Acdo anti-inflamatéria local e restrita a

mucosa.

Glicocorticoides (prednisona,

hidrocortisona, budesonida)

Acao anti-inflamatéria sistémica atuando
em multiplos mecanismos envolvidos na

resposta inflamatoria.

Tiopurinas (azatioprina, 6-

mercaptopurina)

Imunossupressao sistémica através da
inibicdo da biossintese de purinas e da

inibicdo da proliferagao celular.

Metotrexato

Imunossupressao sistémica através da
inibicdo da enzima dihidrofolato redutase
e consequente bloqueio da sintese de
DNA.

Imunobidlogicos
o Anti-TNFa (infliximabe, adalimumabe,

certolizumabe, golimumabe)

o Anti-integrinas (vedolizumabe)

o Anti-interleucina IL-12/23

(ustequinumabe)

Bloqueio do TNFa livre e de seus

receptores de membrana.

Bloqueio seletivo da integrina a4p7,

inibindo o recrutamento celular na

mucosa intestinal.

Bloqueio da subunidade p40 presente
nas interleucinas 12 e 23 (IL-12 e IL-23).

Inibidores da Janus quinase (tofacitinibe)

Molécula com acgao sistémica através do
bloqueio da JAK 1 e 3, ocasionando uma
diminuigao na produgéao de citocinas pré-

inflamatorias.

Legenda: DNA, acido desoxirribonucleico; IL, interleucina; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; JAK,
Janus Quinase
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1.1.6 indices de atividade clinica na doenca inflamatéria intestinal

O seguimento do paciente com DIl inclui a avaliagao clinica periddica e regular,
considerando sempre os sintomas do paciente e a intensidade dos mesmos — essa
analise é fundamental e auxilia a decisdo terapéutica de introduzir, associar ou
suspender determinado medicamento ou, até mesmo, a indicagao de procedimentos
cirurgicos. Uma forma de realizar essa avaliagdo € com a utilizagao de escores clinicos
de atividade para UC e DC, que devem, preferencialmente, ser de facil aplicabilidade,
de boa acuracia e de baixo custo.

Em pacientes com UC, o escore Simple Clinical Colitis Activity Index (SCCAI -
Tabela 4) foi desenvolvido para avaliar a atividade clinica, sendo de facil aplicabilidade
na pratica diaria. Este leva em consideragdo seis critérios clinicos, sao eles:
frequéncia evacuatodria diurna, frequéncia evacuatéria noturna, urgéncia evacuatéria,
presenga de sangramento nas fezes, percepg¢ao do estado geral e a presenga de
manifestagdes extraintestinais, que implicam em comprometimento da qualidade de
vida do paciente com DIl (22). Através da somatéria dos pontos e da pontuagéo final,
que pode variar de 0-19 pontos, considera-se como estando em remissao clinica
aquele paciente que apresenta uma somatoria < 2 pontos (23). Um estudo recente
demonstrou que durante o seguimento de 59 pacientes com UC, o escore SCCAI
correlacionou-se com valores de hemoglobina, PCR, calprotectina fecal, indice de

atividade endoscopica e com o risco de recaida da doenga (24).
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Tabela 4 — Escore de atividade clinica Simple Clinical Colitis Activity Index (SCCAI)
para colite ulcerativa.

Sinais ou sintomas Descrig¢ao Pontuagao
Frequéncia evacuatoria 0-3 0
(diurna) 4-6

7-9
>9
Frequéncia evacuatoria 0
(noturna) 1-3
4-6
Urgéncia evacuatéria Nenhuma
Presente’
Urgente”

Incontinéncia

Presenga de sangue nas fezes Nenhuma
Tracos
Ocasionais (<50% das evacuacoes)

Frequentes (>50% das evacuacdes)

Percepcéo de bem estar Boa

Ligeiramente abaixo do normal

Ruim
Muito ruim
Péssimo
Manifestacdes extraintestinais Artrite
(1 ponto para cada) Uveite

= a2 Al A W DN 2O WN 2 O W DN 2O N 2~ O WwN ~

Eritema nodoso

Pioderma gangrenoso 1

*Urgéncia evacuatoria presente, mas nao impede que o paciente exerca suas atividades de forma
habitual.
**Necessidade imediata de evacuar, porém, sem incontinéncia fecal.

O indice de Harvey-Bradshaw (IHB — Tabela 5) € uma ferramenta utilizada para
avaliar a atividade clinica em pacientes com DC. Esta ferramenta utiliza parametros
como percepcao de bem estar, dor abdominal, numero de evacuagdes liquidas ou
pastosas nas ultimas 24 horas, presenca de massa abdominal e complicagdes da
doenca (25). Estudos demonstraram que o IHB apresenta uma boa correlacao quando

comparado com outro escore mais amplamente utilizado em ensaios clinicos, o Crohn
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Disease Activity Index (CDAI), contudo, é de mais facil aplicag&o na pratica clinica. O

IHB utiliza um valor < 4 para classificar os pacientes como em remisséo clinica (26,

27).

Tabela 5 — indice de Harvey-Bradshaw para avaliagdo da atividade clinica na

doenca de Crohn.

Sinais e sintomas Descrig¢ao Pontuagao

Percepcao de bem estar Boa 0
Ligeiramente abaixo do normal 1
Ruim 2
Muito ruim 3
Péssimo 4

Dor abdominal Ausente 0
Leve 1
Moderada 2
Acentuada 3

Numero de evacuagdes liquidas ou

pastosas (nas Ultimas 24 horas) — Quantidade _

maximo de 25

Massa abdominal Ausente 0
Duvidosa 1
Presente 2
Presente e dolorosa 3

Complicagbes extraintestinais

(1 ponto por item)

Artralgia

Uveite

Eritema nodoso
Ulcera aftoide oral
Pioderma gangrenoso
Fissura anal

Fistula nova

Abscesso
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1.1.7 A proteina C reativa e seu papel na doenc¢a inflamatoéria intestinal

A utilizacdo de marcadores inflamatorios na avaliagdo do paciente com DI|
consiste em uma abordagem comum e frequente na pratica meédica, tanto para auxiliar
no diagndstico quanto no seguimento dos pacientes. A PCR é um biomarcador
inflamatorio que foi descrito em 1930, sendo uma proteina de fase aguda produzida
por hepatocitos, por meio do estimulo principal da interleucina—6 (IL-6), da
interleucina—1 (IL-1) e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (28, 29).

Diferentes estudos ja foram conduzidos para avaliar o papel da PCR no
seguimento e no auxilio das decisdes terapéuticas nos pacientes com DIl. Uma meta-
analise publicada por Mosli et al. demonstrou que concentragbes de PCR > 5 mg/L
apresentam elevada especificidade para a presenca de doenca em atividade do ponto
de vista endoscdpico, mas uma baixa sensibilidade para tal (sensibilidade combinada
de 0,49 (IC 95% 0.34 — 0.64) e especificidade de 0.92 (IC 95% 0.72 — 0.98) (30). Mais
recentemente, Turner et al. consideraram que a normalizagdo das concentracdes de
PCR deve ser um objetivo a médio prazo a ser alcangado com o tratamento dos
pacientes com DIl (31). Em um outro estudo foi observado que pacientes com DC e
com concentragdes séricas de infliximabe baixas (<1 pg/mL) na 14° semana de
tratamento apresentavam concentracbes de PCR mais elevadas (> 0,5 mg/dL),
quando comparados com pacientes com concentragcdes séricas de infliximabe mais
elevadas (=1 ug/mL) (32). Em individuos com colite aguda grave, uma forma grave de
apresentacao da UC, valores mais elevados de PCR (= 50 mg/L) na admisséo foram

um fator independente para risco de nao resposta ao uso de corticosteroides (33).

1.2 PERMEABILIDADE INTESTINAL E ZONULINA

O sistema digestivo encontra-se em intimo contato com o meio externo,
estando exposto a nutrientes, agua, microrganismos, toxinas, dentre outros substratos
necessarios para a manutengao da saude, como também, prejudiciais ao organismo.
A barreira intestinal € considerada um sistema complexo e dinamico, composto pelos
elementos luminais, como por exemplo, acido gastrico, secreg¢do pancreatica,
imunoglobulinas, bactérias comensais, pela camada de muco, pela barreira epitelial e

pelo sistema imunoldgico (34).
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A barreira epitelial, constituida pela camada de células epiteliais intestinais,
separa o microambiente externo das camadas mais profundas da mucosa do
hospedeiro. Sendo assim, o lumen intestinal, localizado préximo a regido apical das
células epiteliais e contendo uma variedade de macromoléculas, compostos
bacterianos e anticorpos, permanece isolado de regides mais internas do organismo,
como por exemplo, a lamina propria. Para que isso ocorra, € necessaria que a barreira
epitelial esteja integra; a integridade da barreira epitelial ocorre através da adesédo
celular que se faz presente através do complexo juncional, o qual é constituido pelas
tight junctions (jungdes estreitas), pelas adherens junctions (jun¢des aderenciais) e
pelos desmossomos. Essas estruturas proteicas apresentam propriedades dinamicas
e influenciam a capacidade do epitélio intestinal de controlar a passagem de
substratos através da via paracelular, sendo responsaveis, em parte, pela
permeabilidade intestinal (35, 36).

A zonulina € uma proteina de 47-kDa de massa molecular, descrita por Wang
et al., que tem a capacidade de modular a permeabilidade intestinal. A sua
identificacdo foi descrita por autores que investigaram a fisiopatologia da bactéria
Vibrio cholerae e identificaram uma enterotoxina secundaria, denominada de zonula
occludens toxin (Zot) e seu homologo enddgeno, entdo denominado zonulina (37).

O mecanismo pelo qual a zonulina participaria da permeabilidade intestinal,
influenciando-a, foi proposto por Fasano et al. Esse grupo propds que a zonulina se
ligaria ao receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), ativando-o; também,
a zonulina teria a capacidade de ativar esse receptor através da ligagao ao receptor
tipo 2 ativado por protease (PAR2) (38). A ativacao desses receptores culminaria em
um processo de sinalizagao intracelular, o qual resultaria em uma diminuicdo da
interagao entre as proteinas das juncdes estreitas (“tight junctions”), que envolve a
participacao do citoesqueleto, e consequentemente, no desacoplamento da proteina
Z0-1 e da ocludina do complexo juncional (39). As Figura 1 e 2 representam de forma

esquematica essas estruturas e a influéncia da zonulina na permeabilidade intestinal.
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Figura 1 — llustracdo esquematica das jungdes estreitas (“tight junctions”) fechadas
na auséncia de ligagédo da zonulina aos receptores EGFR e PAR.

n Zonulina

I

EGFR PAR,

Ocludinas

Claudinas

Jungdes estreitas
("tight junctions”)
fechadas

Legenda: EGFR, receptor do fator de crescimento epidérmico; PARz, receptor tipo 2 ativado por
protease; MAJ, moléculas de adesao juncional; ZO-1, proteina Zonula occludens-1; ZO-2, proteina
Zonula occludens-2.

Adaptado de Fasano, 2012.
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Figura 2 — llustragdo esquematica das jungdes estreitas (“tight junctions”) abertas e
do aumento da permeabilidade intestinal quando da ativagao dos receptores EGFR
pela ligacado da zonulina aos mesmos ou quando da transativagédo destes EGFRs
pela ligagdo da zonulina ao receptor PARo.

Zonulina

EGFR  PAR,

Ocludinas

Miosina

Fosforilagdo da 7 ) Claudinas
Zo-1 e da miosina 70-1

Juncdes estreitas
Deslocamento do ("tight junctions”)
complexo Juncional abertas

Legenda: EGFR, receptor do fator de crescimento epidérmico; PARz, receptor tipo 2 ativado por
protease; MAJ, moléculas de adesao juncional; ZO-1, proteina Zonula occludens-1; ZO-2, proteina
Zonula-occludens 2.

Adaptado de Fasano, 2012.

A avaliagdo da permeabilidade intestinal pode ser realizada através de
diferentes métodos, sendo que o principal se faz por meio da ingestao de solutos com
diferentes propriedades absortivas e a sua dosagem posterior na urina. O principal
teste utilizado em ensaios clinicos é o da razdo de excrecgao lactulose/manitol, sendo
este considerado um teste nado invasivo, porém com dificuldades na sua realizagao
devido a necessidade de jejum prolongado e a necessidade de coleta periddica de
urina (40). Wyatt et al. demonstraram que individuos com diagndstico de DC, ainda
que em remissao clinica, apresentaram maior permeabilidade intestinal, avaliada por
meio da razao lactulose/manitol, quando comparados com grupo controle, sendo
também observado maior risco de recaida da doenca dentro de um ano (41).

A participacdo da zonulina como um biomarcador com a capacidade de
modular a permeabilidade intestinal ja foi avaliada em diferentes doencgas. Fasano et
al. demonstraram uma maior expressao de zonulina em amostras teciduais de

pacientes com doencga celiaca quando comparados com grupo controle. Esse mesmo
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grupo demonstrou um aumento da formagao de autoanticorpos anti-zonulina no soro
de individuos com doenca celiaca em atividade em comparagdo com aqueles em
remissao, inferindo, dessa forma, uma relagdo causal entre zonulina e aumento da
permeabilidade intestinal (42). A correlagdo entre a zonulina e o aumento da
permeabilidade intestinal foi avaliada previamente também em individuos com
diabetes mellitus do tipo 1, tendo sido observado uma correlacdo direta entre o
aumento da permeabilidade intestinal do teste lactulose/manitol e a concentragéo
sérica da zonulina (43).

Outros estudos demonstraram uma possivel associacdo entre 0 aumento da
concentragdo sérica da zonulina com a permeabilidade intestinal. Caviglia et al.
observaram que a concentracao sérica de zonulina foi maior em individuos com DlII
em atividade clinica quando comparados com aqueles em remisséo (44). Ja em outro
estudo de mesma autoria, foi avaliada a concentracao sérica da zonulina em pacientes
com DIl e foi demonstrada uma concentracéo sérica mais elevada no grupo com DII

quando comparado ao grupo controle (45).

1.3 O SISTEMA IMUNOLOGICO E A PARTICIPACAO DE CITOCINAS
INFLAMATORIAS NA DOENGA INFLAMATORIA INTESTINAL

Diversos estudos relacionados ao microambiente da resposta imunologica ja
foram conduzidos e contribuiram para uma melhor compreensao da fisiopatologia da
DIl. A perda da homeostase intestinal e o desequilibrio da resposta imunoldgica
presente na lamina prépria sao importantes mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da DIl (46).

O sistema imunolégico pode ser dividido funcionalmente em inato e adaptativo.
O sistema inato é representado, por exemplo, pelos neutréfilos, células dendriticas,
macrofagos, linfécitos natural killer, entre outras. Essas células expressam os
chamados receptores de reconhecimento padrdo, que se ligam a produtos
microbianos ou antigenos externos e fornecem uma resposta inicial a microrganismos
patogénicos ou comensais. O sistema adaptativo, por sua vez, € composto pelos
linfocitos B e T, que conferem imunidade especifica (47).

Tanto os mecanismos humorais quanto a resposta imune celular estdo
compreendidos na resposta imune adaptativa. A imunidade humoral € mediada pelos
linfocitos B, que secretam anticorpos, como por exemplo, a classe A das
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imunoglobulinas presentes em superficies da mucosa (47). A imunidade celular é
mediada pelos linfécitos T, que podem ser funcionalmente divididos em células T
efetoras CD4+ (Th), células T CD8+ (citotdxicas) e células T regulatorias (Treg) (47,
48). As células T efetoras CD4+ diferenciam-se em subtipos celulares a partir da
influéncia das caracteristicas do microambiente e do perfil de secre¢cdo de suas
citocinas. Exemplos incluem as células T helper 1 (Th1), T helper (Th2), T helper 9
(Th9), T helper 17 (Th17) e T helper 22 (Th22) (5, 48).

Enquanto as células Th1 secretam predominantemente interferon-gama (IFN-
y), fator de necrose tumoral-alfa (TNFa) e interleucina — 2 (IL-2), a resposta Th2 parece
induzir uma maior produgao de IL—4, IL-5 e IL-13. As células Th17 sdo uma linhagem
de células T auxiliares que tém papel critico na regulagédo do processo inflamatério e
secretam principalmente IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22, e tem a sua expansdo mediada
pela IL-23 (48, 49).

A resposta Th1 foi descrita como predominante na DC e a resposta Th2
anormal relacionada a UC. Porém, devido a achados inconclusivos em outros estudos,
a dicotomia entre Th1/Th2 parece, no momento, controversa. Ainda, ambas as
doencgas compartilham das mesmas opgoes terapéuticas (16, 21, 48). A importancia
da participacao da via Th1 e Th17 na DII, principalmente na DC, é motivo de estudos,
inclusive para o desenvolvimento de medicamentos com alvos terapéuticos que
culminem com o bloqueio de citocinas inflamatérias relacionadas a essas vias (50).

Outros mecanismos, como a perda da imunotolerancia, podem estar envolvidos
no desequilibrio entre a expressao de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias.
A IL-10 é uma citocina envolvida na modulagdo da resposta celular, podendo
apresentar um papel importante na patogénese da DIl, porém o seu papel como alvo

terapéutico é ainda controverso (50, 51).
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2 JUSTIFICATIVA

Uma melhor compreensao do papel da permeabilidade intestinal nas doencas
imunomediadas, dentre elas, as doencgas inflamatérias intestinais, se faz necessaria.
A investigacdo de um potencial biomarcador relacionado ao aumento da
permeabilidade intestinal e a sua relagdo com a atividade clinica e com marcadores
circulantes inflamatérios ja bem estabelecidos, como a PCR, podera trazer novas
informacgdes sobre a fisiopatologia da DII.

Até o presente momento, existem poucos estudos que avaliaram com
consisténcia as concentragdes da zonulina em pacientes com DIl. O papel e a
relevancia da avaliagdo das concentragées da zonulina na condugéao e seguimento

desses pacientes também ainda ndo estdo bem estabelecidos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar as concentragdes séricas da zonulina em pacientes portadores de Dl
e a sua correlacdo com indices clinicos de atividade da doenga e com marcadores

inflamatorios circulantes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Descrever as caracteristicas demograficas e clinicas de uma amostra de
pacientes com DIl seguidos no ambulatério especializado do servico de

gastroenterologia do HU-UFSC.

- Comparar a concentracido sérica da zonulina entre pacientes portadores de

DIl e grupo controle.

- Avaliar a concentracao sérica da zonulina de acordo com o fenétipo da DIl e
também quanto as caracteristicas demograficas, clinicas e indices de atividade clinica
da DII.

- Investigar a correlagao entre as concentragdes séricas da zonulina, citocinas
inflamatorias (TNF, IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4, IL-2) e PCR.
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4 METODOS

41 CONSIDERAGOES ETICAS

O presente estudo esta em conformidade com a resolugdo do Conselho
Nacional de Saude n° 196 de 10/10/1996. Os protocolos do presente estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa com Seres Humanos da Universidade
Federal de Santa Catarina (CEPSH-UFSC) e encontram-se registrados sob o n°
2.308.479 (Anexo A). O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) por escrito

foi lido e assinado por todos os pacientes ou seus responsaveis (Anexo B).

4.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo observacional transversal.

4.3 POPULACAO DO ESTUDO

Foram considerados elegiveis os pacientes com diagnostico de DC ou UC com
idade igual ou superior a 18 anos e que estavam em seguimento regular no
ambulatério de doenga inflamatéria intestinal do HU-UFSC. O diagnéstico de Dl
nesses pacientes ja havia sido previamente confirmado pelos médicos especialistas
em gastroenterologia que atuavam nesse servico através da unido de achados
clinicos, laboratoriais, radiolégicos, endoscopicos e histoldgicos.

Foram excluidos os individuos que se recusaram ou nao compreenderam o
TCLE, pacientes com histérico de internacdes hospitalares recentes (nos ultimos 30
dias) nao relacionadas a complicagdes da DII, pacientes com o antecedente de
doenca infecciosa aguda nos ultimos 7 dias e pacientes portadores de neoplasias
malignas.

O tamanho da amostra foi calculado em 116 pacientes, considerando a
comparagao da média das concentrag¢des da zonulina em dois grupos independentes
(DIl em remissao clinica e laboratorial e DIl em atividade clinica e laboratorial). Os
seguintes parametros foram utilizados:

e a=0,05
e Poder do teste = 0,90
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e Desvio-padrdo =5
e Diferenca entre as médias = 3 ng/mL
Foram incluidos 117 pacientes com DIl e 32 individuos saudaveis considerados
como grupo controle, pareados por sexo e idade. O grupo controle foi constituido por
estudantes, funcionarios que desempenhavam suas fun¢des no HU-UFSC e seus
familiares, os quais foram convidados e aceitaram participar dessa pesquisa. Os
critérios de exclusdo do grupo controle foram: diagnéstico prévio de Dll;
impossibilidade de compreender o TCLE; internagdes hospitalares recentes (< 30
dias) por qualquer razéo; doenga infecciosa aguda nos ultimos 7 dias; diagndstico
prévio ou em tratamento para neoplasias malignas; portadores de outra doenca
inflamatdéria crbnica como por exemplo: lUpus eritematoso sistémico, artrite
reumatoide, espondilite anquilosante, doencgas respiratérias (asma ou doenga

pulmonar obstrutiva crénica e psoriase) (Anexo E).

4.4 PROCEDIMENTOS E VARIAVEIS DO ESTUDO

4.4.1 Procedimentos

Todos os pacientes elegiveis para o estudo foram abordados e convidados a
participar da pesquisa apds a sua consulta de rotina no ambulatério de DIl. O TCLE
foi aplicado e, apds a sua assinatura, foi procedida a coleta de dados através de um
instrumento préprio (Anexo C), realizado o exame fisico e o paciente encaminhado
para a Unidade de Laboratério de Analises Clinicas (ULAC) do HU-UFSC para realizar
a coleta da amostra de sangue (Anexo D). Quando necessario, informagdes adicionais
foram coletadas diretamente do prontuario médico. A coleta de dados e do material

biolégico foram realizadas no periodo entre abril de 2018 e outubro de 2019.

4.4.2 Variaveis do estudo

e Variaveis clinicas e epidemioldgicas:

Foram coletadas as variaveis idade, sexo, comorbidades, subtipo da DIl (DC
ou UC), tempo desde o diagndstico, tratamento medicamentoso atual, tabagismo atual
ou pregresso, internagdes hospitalares prévias pela DIl, antecedentes cirurgicos
relacionados a DIl e o padrao de localizacdo e comportamento da DIl (classificacao
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de Montreal — Tabelas 1 e 2). Cada paciente foi submetido ao exame fisico para a
obtencdo das variaveis peso, estatura, pressdo arterial, frequéncia cardiaca,

temperatura axilar e ao exame fisico abdominal (com énfase na palpagédo abdominal).

e Escores de atividade clinica na DII:

Apds a anamnese e exame fisico do paciente com DIl, foi utilizado o
instrumento de coleta contendo o escore clinico cabivel para cada caso, o SCCAI para
aqueles com diagnéstico de UC e o IHB para aqueles com diagndstico de DC (Anexo
C).

Os pacientes foram classificados entre os que estavam em remissao clinica
(SCCAI £2 e IHB < 4) e os que estavam em atividade clinica (SCCAI > 2 e IHB > 4).
O escore de atividade SCCAI foi desenvolvido por Walmsley et al. e tem como
vantagens a sua facilidade e rapidez na aplicagado, apresentando uma boa correlagéo
quando comparado com outro escore de atividade clinica que leva em consideracao
achados endoscépicos (22). O IHB também apresenta como ponto positivo a sua
facilidade na aplicacdo, pois leva em consideracdo cinco parametros clinicos e,
quando comparado com outro escore de atividade mais complexo e de dificil

aplicagao, também demonstrou uma boa correlagéo (26).

e Variaveis laboratoriais:

Todos os individuos foram submetidos a coleta de sangue periférico logo apos
a avaliacgéao clinica utilizando um pedido médico exclusivo que contemplava todos os
parametros laboratoriais necessarios para esta pesquisa. Ainda, foram armazenadas
amostras de soro de cada paciente a — 80° C para dosagem posterior das
concentragbdes da zonulina e das citocinas inflamatoérias (TNF, IFN-y, IL-17A, IL-10,
IL-6, IL-4, IL-2).

- Exames de rotina:

Os exames laboratoriais de rotina foram realizados pela ULAC do HU-UFSC.
Os parametros bioquimicos aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), gama glutamiltransferase (GGT), fosfatase alcalina (FA) e
albumina foram determinados pelo analisador automatico Dimension RxL Max®
(Siemens). O hemograma foi avaliado pelo analisador hematolégico XE-2100®
(Sysmex).

- Proteina C Reativa (PCR):
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A concentracao da PCR foi determinada pelo analisador automatico Dimension
RxL Max® (Siemens), com sensibilidade analitica de 0,5 mg/L, de acordo com o
fabricante.

- Citocinas inflamatdrias:

As dosagens das citocinas (TNF, IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4, IL-2) foram
realizadas pelo método de citometria de fluxo (CBA - Cytometric Bead Array) da marca
BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit, através do
equipamento BD FACSVerse, conforme as orientacdes do fabricante. Os resultados
foram expressos em pg/mL e analisados através do software FCAP Array v3. Os
valores minimos de detecgéo fornecidos pelo fabricante foram de 18,9 pg/mL para IL-
17A, 4,5 pg/mL para IL-10, 2,4 pg/mL para IL-6, 4,9 pg/mL para IL-4, 2,6 pg/mL para
IL-2, 3,8 pg/mL para TNF e 3,7 pg/mL para INF-y.

- Zonulina sérica:

A avaliagédo das concentragdes da zonulina foi realizada ULAC do HU-UFSC,
pela farmacéutica-bioquimica Camila Matiollo, através do método ELISA sanduiche
da marca Elabscience® (E-EL-H5560). As amostras de soro recém descongeladas
foram diluidas cinco vezes e dosadas conforme as orientagdes do fabricante. A leitura
das absorbancias foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 450
nm. Para a analise dos dados, foi utilizada uma regressao logistica de quatro
parametros de um software online disponivel em www.myassays.com. Os resultados
foram expressos em ng/mL. A faixa de detecgao fornecida pelo fabricante foi de 0,78

a 50 ng/mL e a sensibilidade foi de 0,47 ng/mL.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis foram descritas como medidas de tendéncia central e dispersao,
no caso de variaveis continuas. As variaveis categoéricas foram descritas em numeros
absolutos e proporgdes. As variaveis continuas foram comparadas através dos testes
t de Student ou Mann-Whitney, quando apropriado. As variaveis categoricas foram
avaliadas pelo teste do qui-quadrado. O coeficiente de correlagdo de Pearson ou
Spearman foi utilizado para avaliar a presenga de correlagdo entre as variaveis
continuas. Valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Todos os testes utilizados foram bicaudais e executados pelo programa
estatistico SPSS, versao 17.0 (SPSS, Chicago, IL, EUA).


http://www.myassays.com/
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5 RESULTADOS

51 Caracteristicas da casuistica

Foram incluidos 117 pacientes com diagnéstico prévio de DIl em
acompanhamento ambulatorial e 32 individuos saudaveis, os quais constituiram o

grupo controle. A Tabela 6 demonstra as principais caracteristicas dos pacientes.



Tabela 6 - Caracteristicas da casuistica (pacientes com doenga inflamatoria

intestinal; n = 117).

Variavel Pacientes
(n=117)
Idade (anos), média + DP 44,0 +15,9
Sexo feminino, n (%) 78 (66,7)
Diagndstico, n (%)
Colite ulcerativa 57 (48,7)
Doencga de Crohn 60 (51,3)
Tempo desde o diagndstico (anos), mediana 7,0
Comorbidades
Hipertensao arterial sistémica, n (%) 27 (23,1)
Dislipidemia, n (%) 18 (15,4)
Depressao, n (%) 14 (12,0)
Doenca do metabolismo 6sseo, n (%) 12 (10,3)
Diabetes Mellitus, n (%) 10 (8,5)
Colangite esclerosante primaria, n (%) 3(2,6)
Consumo ativo de alcool, n (%) 36 (30,8)
Tabagismo atual, n (%) 5 (4,3)
Tabagismo prévio, n (%) 46 (39,3)
Cirurgia prévia, n (%) 19 (16,2)
IMC, média + DP 26,7 +5,6
Exames laboratoriais
Hemoglobina (mg/dL), mediana 13,1
Hematécrito (%), mediana 39,6
PCR (mg/dL), mediana 3,2
Albumina (g/dL), mediana 3,8
Zonulina (ng/mL), mediana 95,28
TNF (pg/mL), mediana 6,17
IFN-y (pg/mL), mediana 14,53
IL-17A (pg/mL), mediana 26,38
IL-10 (pg/mL), mediana 7,44
IL-6 (pg/mL), mediana 7,70
IL-4 (pg/mL), mediana 15,74
IL-2 (pg/mL), mediana 10,32
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Legenda: DP, desvio-padrao, IMC, indice de massa corporal; PCR, proteina C reativa; TNF, fator de

necrose tumoral; IFN-y, interferon gama; IL-17A, interleucina 17A; IL-10, interleucina 10; IL-6,

interleucina 6; IL-4, interleucina 4; IL-2, interleucina 2.
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No grupo de casos a média de idade foi de 44,0 £ 15,9 anos, sendo observada
uma predominancia do sexo feminino (66,7%). Em relagdo ao diagndstico
estabelecido, 60 (51,3%) pacientes eram portadores de DC e apresentavam uma
mediana de tempo desde o diagnostico de 7,0 anos. Quando avaliadas as
comorbidades, 23,1% dos pacientes possuiam o diagndstico e estavam em
tratamento para hipertensao arterial sistémica, 15,4% para dislipidemia, 12% para
transtorno depressivo, 10% para doengas do metabolismo 6sseo (osteopenia ou
osteoporose) e 8,5% para diabetes mellitus. A colangite esclerosante primaria foi
observada em 2,6% dos pacientes com DIl. Em relagao ao consumo ativo de alcool e
tabagismo atual, 30,8% afirmaram o consumo de qualquer quantidade de alcool nos
ultimos 30 dias, 4,3% relatavam fumar ativamente e 39,3% relataram que ja fumaram
previamente. Dos 117 pacientes, 16,2% haviam sido submetidos a alguma
intervencéo cirurgica devido a complicagdes da DIIl. A média do IMC foi de 26,7 + 5,6.

Quando analisados os resultados laboratoriais, foi observada uma mediana de
13,1 g/dL de hemoglobina, 39,6 % de hematdcrito, 3,2 mg/L de PCR e 3,8 g/dL de
albumina. A analise da concentragdo da zonulina sérica demonstrou uma mediana de
95,28 ng/mL. Em relagao aos valores da mediana encontrados para as dosagens de
TNF, IFN-y e interleucinas (IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4, IL-2), os resultados foram de 6,17
pg/mL para TNF, 14,53 pg/mL para IFN-y, 26,38 pg/mL para IL-17A, 7,44 pg/mL para
IL-10, 7,70 pg/mL para IL-6, 15,74 pg/mL para IL-4 e 10,32 pg/mL para IL-2.

A Tabela 7 demonstra as principais caracteristicas clinicas relacionadas ao
diagnostico de DC e de UC. Em relagdo a DC, a localizagdo mais comum do
acometimento foi o ileo terminal (33% dos casos diagnosticados). O padrao ou
fenétipo da doenga mais observado foi o inflamatério, apresentado por 45% dos
pacientes. Quando avaliada a presencga ou nao de atividade clinica através do IHB,
mais da metade dos pacientes (56,7%) com DC estavam em remissao clinica, definida
como IHB < 4. Em relagao a UC, o padrao de acometimento mais encontrado foi o de
pancolite ou colite extensa (57,1% dos casos). Quanto a avaliagédo da atividade da
doenca nos pacientes com UC, 77,2% deles encontravam-se em remissao clinica (<
3 evacuacgodes diarias e auséncia de sangue nas fezes); quando aplicado o escore de
atividade Simple Clinical Colitis Activity Index (SCCAI), 59,2% dos pacientes foram

classificados como encontrando-se em remissao clinica.
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Tabela 7 — Descricdo das caracteristicas intrinsecas a doenca nos pacientes com
doenca de Crohn (n=60) e naqueles com colite ulcerativa (n=57).

Diagnéstico Pacientes
Doenca de Crohn (n=60)
Localizacao
L1 — ileo terminal, n (%) 20 (33)
L2 — Célon, n (%) 18 (30)
L3 — lleocolbnica, n (%) 16 (26,7)
L4 - Acometimento do trato superior 6 (10)
Comportamento
B1 — Inflamatdrio, n (%) 27 (45)
B2 — Estenosante, n (%) 18 (30)
B3 — Penetrante, n (%) 15 (25)
p — Doenca perianal associada, n (%) 13 (21,7)
Atividade da doenca
IHB <4 (remisséo clinica), n (%) 34 (56,6)
IHB > 4 (atividade clinica), n (%) 26 (43,7)
Colite ulcerativa (n=57)

Extensdo do acometimento

E1 - Proctite, n (%) 8 (16,1)

E2 — Colite esquerda, n (%) 15 (26,8)

E3 — Pancolite ou colite extensa, n (%) 32 (567,1)

Sem informacgdes, n (%) 2 (3,5)
Atividade da doenca

Remissao (< 3 evacuacbes ao dia e auséncia de 44 (77,2)

sangue nas fezes), n (%)
Atividade (> 3 evacuacdes ao dia e presenca de 13 (22,8)
sangue nas fezes), n (%)
SCCAI < 2 (remisséo clinica), n (%) 34 (59,6)
SCCAI > 2 (atividade clinica), n (%) 23 (40,4)

Legenda: IHB, indice de Harvey-Bradshaw; SCCAI, Simple Clinical Colitis Activity Index.

O tratamento medicamentoso realizado pelos pacientes com DIl esta descrito
na Tabela 8. Quarenta e seis por cento dos pacientes estavam em uso de mesalazina,
14,5% estavam em uso de corticoesteroides, 50,4% de azatioprina, 28,2% de algum
imunobioldgico, dentre os mais utilizados, o infliximabe em 15,4% dos pacientes,
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seguido pelo adalimumabe em 10,3% deles. A frequéncia da utilizagdo de outros
imunobioldgicos foi de um paciente para o certolizumabe, um paciente para o
ustequinumabe e um paciente para o vedolizumabe. A suplementacao de ferro via oral

e endovenosa foi necessaria em 13,7% dos casos.

Tabela 8 — Frequéncia dos tratamentos realizados pelos pacientes com doenca
inflamataria intestinal.

Medicamento Pacientes
(n=117)
Sulfassalazina, n (%) 21 (17,9)
Mesalazina, n (%) 54 (46,2)
Corticoide, n (%) 17 (14,5)
Azatioprina, n (%) 59 (50,4)
Imunobiolégicos (anti-TNFa, anti-integrina, anti-IL-12/23), n 33 (28,2)
(%)
Infliximabe, n (%) 18 (15,4)
Adalimumabe, n (%) 12 (10,3)
Certolizumabe, n (%) 01 (0,9)
Vedolizumabe, n (%) 01 (0,9)
Ustequinumabe, n (%) 01 (0,9)
Suplementacgao de ferro, n (%) 17 (14,5)

5.2 Analise comparativa da idade e dos parametros laboratoriais entre os pacientes

com doenca inflamatdria intestinal e os individuos do grupo controle

Foram comparados os dados dos 117 individuos com diagndstico de DIl com
os 32 individuos saudaveis (Tabela 9). Quando comparados os dois grupos,
observamos que nao houve diferenga entre a média da idade (p = 0,698). Em relacao
as medianas dos valores de hemoglobina, hematdcrito, leucometria e contagem de
plaquetas, também nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas
(p = 0,891; p = 0,425; p = 0,656 e p = 0,081, respectivamente). Em relacdo as
concentragbes séricas da PCR, observou-se que, entre os individuos com DII, a
mediana foi de 3,2 mg/dL e, no grupo controle, a mediana foi de 1,0 mg/dL (p <0,001).

A mediana dos valores de albumina, outro marcador indireto de gravidade, foi de 3,8



49

g/dL no grupo DIl e de 3,9 mg/dL no grupo controle (p = 0,113). Quando comparados

os valores de AST, ALT, GGT e FA, nao foram observadas diferencas estatisticamente

significativas entre os dois grupos (p = 0,588; p = 0,774; p = 0,164 e p = 0,062,

respectivamente).

Tabela 9 — Comparacéao da idade e dos parametros laboratoriais entre os pacientes
com doenga inflamatdria intestinal (n=117) e os individuos do grupo controle (n=32).

Variavel ]| Controle p
(n=117) (n=32)

Idade (anos), média + DP 44,0+ 15,8 426 +14,6 0,698
Hemoglobina (mg/dL), mediana 13,1 13,0 0,891
Hematécrito (%), mediana 39,6 38,6 0,425
Leucdcitos (cél/mm3), mediana 6760,0 7070,0 0,656
Plaquetas (cél/mm?3), mediana 249000,0 233000,0 0,081
PCR (mg/L), mediana 3,2 1,0 <0,001
Albumina (g/dL), mediana 3,8 3,9 0,113
AST (U/L), mediana 19,0 20,0 0,588
ALT (U/L), mediana 25,0 24,0 0,774
GGT (U/L), mediana 32,0 27,0 0,164
FA (U/L), mediana 74,0 64,5 0,062

Legenda: DP, desvio-padrao; PCR, proteina C reativa; AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina
aminotransferase; GGT, gamaglutamiltransferase; FA, fosfatase alcalina.

5.3 A concentragao sérica da zonulina como marcador de permeabilidade intestinal

5.3.1 A concentragao sérica da zonulina e a sua comparagao entre os pacientes

com doenga inflamatéria intestinal e o grupo controle

A concentragao sérica da zonulina foi avaliada nos 117 pacientes com DIl e nos

32 individuos do grupo controle. Nao foi observada diferengca estatisticamente

significativa entre os dois grupos. Observou-se que, no grupo DIl, a mediana da

concentragao sérica da zonulina foi de 95,28 ng/mL e, no grupo controle, a mesma foi

de 96,61 ng/mL (p = 0,573) (Figura 3).
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Figura 3 — Concentragao sérica da zonulina em pacientes com doencga inflamatéria
intestinal (n=117) e nos individuos do grupo controle (n=32).
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5.3.2 A concentragado sérica da zonulina como marcador de permeabilidade

intestinal em pacientes com doenc¢a inflamatéria intestinal

Como observado na Tabela 10, quando analisada a concentragdo sérica da
zonulina somente em individuos com DII, observou-se que pacientes do sexo feminino
apresentaram valores mais elevados do que pacientes do sexo masculino, com
mediana de 126,05 ng/mL versus 46,65 ng/mL (p <0,001). A mediana da concentracéo
da zonulina em pacientes com doencga de Crohn foi de 79,68 ng/mL e, nos pacientes
com colite ulcerativa, foi de 106,10 ng/mL, ndo sendo observada diferenca
estatisticamente significativa entre estes dois espectros da DIl nesta casuistica (p =
0,887). Da mesma forma, nao foi observada diferenga estatisticamente significativa
entre a concentragdo seérica da zonulina nos pacientes com DIl submetidos a
procedimentos cirdrgicos ou internagdes hospitalares prévias devido a alguma
complicagcdo da doenga em relagdo aos que nao tiveram nenhum procedimento

cirurgico ou internagdes prévias (p = 0,118 e p = 0,814, respectivamente).
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Tabela 10 — Descricao da concentracéo sérica da zonulina nos pacientes com
doenca inflamatoria intestinal de acordo com as variaveis sexo, diagnostico,
procedimento cirurgico prévio e internagao hospitalar prévia.

Variavel Zonulina ng/mL, p
mediana

Sexo <0,001
Feminino 126,05
Masculino 46,65

Diagndstico 0,887
Doencga de Crohn 79,68
Colite ulcerativa 106,10

Procedimento cirurgico prévio 0,118
Sim 66,62
Nao 106,95

Internacao hospitalar prévia 0,814
Sim 90,03
Nao 97,63

5.3.3 Analise da correlagao entre a concentragao sérica da zonulina e variaveis
como a idade, indice de massa corporal, escores de atividade clinica da doenga

e parametros laboratoriais em pacientes com doencga inflamatéria intestinal

Foram realizadas analises de correlagdo de Spearman entre a concentragao
sérica da zonulina e variaveis demograficas, clinicas e laboratoriais em pacientes com
DIl (Tabela 11). A idade apresentou uma correlacdo positiva fraca com a
concentragao da zonulina (rs = 0,184; p = 0,047). O IMC foi avaliado em 114 pacientes
com DII, sendo observada uma correlacao positiva moderada com a concentragao da
zonulina (rs = 0,573; p <0,001). A concentragdao de hemoglobina e hematdcrito
apresentaram uma correlacdo negativa fraca com a concentragao da zonulina (rs = -
0,254; p = 0,006 e rs = 0,252; p = 0,006, respectivamente). As concentragdes séricas

da PCR e albumina nao apresentam correlagcdo com as da zonulina.
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Tabela 11 — Correlacéo entre a concentracio sérica da zonulina e as variaveis
idade, indice de massa corporal, escores de atividade clinica e parametros
laboratoriais em pacientes com doenga inflamatéria intestinal.

Variavel DIl (n=117) UC (n=57) DC (n=60)
Zonulina Zonulina Zonulina
rs P rs p rs P
Idade 0,184 0,047 -- -- -- --
IMC 0,573 < 0,001 -- - -- --
SCCAI - -- 0,271 0,041 -- --
IHB - -- -- -- 0,108 0,412
Hemoglobina -0,254 0,006 -0,289 0,029 -0,223 0,087
Hematdcrito -0,252 0,006 -0,299 0,024 -0,227 0,081
PCR 0,142 0,126 0,299 0,024 0,016 0,903
Albumina -0,179 0,054 -0,344 0,009 -0,042 0,750

Legenda: DII, doenca inflamatdria intestinal; UC, colite ulcerativa; DC, doenga de Crohn; IMC, indice
de massa corporal; SCCAI, Simple Clinical Colitis Activity Index; IHB, indice de Harvey-Bradshaw;
PCR, proteina C reativa.

Em relagcdo aos 57 pacientes com UC, a concentragao sérica da zonulina
apresentou uma correlagado negativa fraca com valores de hemoglobina, hematécrito
e albumina (rs = -0,289; p = 0,299, rs = -0,0299; p = 0,024 e rs = -0,344; p = 0,009,
respectivamente). Quando analisada a concentragdo da zonulina e o indice de
atividade clinica SCCAIl, observou-se uma correlagdo positiva fraca, porém
estatisticamente significativa (rs = 0,271; p = 0,041).

Foram analisados isoladamente os 60 pacientes com diagnéstico de DC e nao
foram observadas correlagdes estatisticamente significativas entre a concentracao da
zonulina e valores de hemoglobina, hematécrito, PCR, albumina e o indice de

atividade clinica de Harvey-Bradshaw.

5.3.4 Analise da concentragdo da zonulina sérica, proteina C reativa e albumina
e comparagao das mesmas com carateristicas clinicas, escore de atividade
clinica (indice de Harvey-Bradshaw) e comportamento da doenga em pacientes

com doenga de Crohn

Foram realizadas comparagdes da concentracdo sérica da zonulina, PCR e
albumina com caracteristicas clinicas dos pacientes com DC. As Tabelas 12 e 13
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resumem estes achados. Quando avaliados isoladamente, dentre os 60 pacientes
com diagnéstico de doenga de Crohn, 37 (65%) eram do sexo feminino, sendo que a
concentragéo sérica de zonulina nesse grupo foi maior quando comparados ao sexo
masculino, com mediana de 128,10 ng/mL e 47,22 ng/mL, respectivamente (p <0,001).
O valor da PCR foi semelhante em ambos os sexos, com uma mediana de 4,1 mg/L
para o sexo feminino e 2,7 mg/L para o sexo masculino (p = 0,938). A concentragéo
de albumina também n&o apresentou diferenga significativa, sendo a mediana no sexo
feminino de 3,8 g/dL e, de 3,9 g/dL no sexo masculino (p = 0,478).

A presenga de tabagismo ativo foi observada em apenas 2 (3,3%) dos
individuos com DC e ndo influenciou de forma significativa nos valores séricos da
zonulina, PCR e albumina quando comparados com individuos sem tabagismo ativo.
A histoéria de tabagismo pregresso foi observada em 23 (38,3%) individuos com DC.
A mediana da concentragao de zonulina nesse grupo foi de 118,40 ng/mL, sendo que
nos individuos sem histoérico de tabagismo pregresso esta concentragao foi de 73,63
(p = 0,099). Nao foram observadas diferengas estatisticas quando avaliadas as
concentragbes da PCR e albumina entre os dois grupos.

Quando avaliado o indice de atividade clinica através do escore de Harvey-
Bradshaw, foi observado que 34 (56,6%) pacientes com DC estavam em remissao
clinica (IHB < 4) e 26 (43,3%) apresentavam atividade clinica no momento da
avaliacao (IHB > 4). A mediana da concentragdo sérica da zonulina no grupo com
atividade clinica foi de 105,54 ng/mL, sendo que, no grupo em remissao clinica, o valor
encontrado foi de 73,11 ng/mL (p = 0,602). O valor da PCR foi de 5,5 mg/L no grupo
com atividade clinica; no grupo com remissao clinica o valor encontrado foi de 2,8
mg/L (p = 0,077). Quando avaliada a concentragdo de albumina, o grupo com
atividade clinica apresentou uma concentracdo de albumina igual ao grupo com
remissao — a mediana dos valores foram 3,8 g/dL (p = 0,230).

Quando avaliado o comportamento da doenga de Crohn, foi observado que a
mediana da concentragdo da zonulina no grupo com doenga de componente
predominantemente inflamatério (B1) foi de 84,14 ng/mL, no grupo com doenga
estenosante (B2) de 72,24 ng/mL e no grupo com doenca penetrante (B3) a
concentragao encontrada foi de 127,10 ng/mL (p = 0,974). O valor de PCR foi de 6,4
mg/L no grupo B1, 2,9 mg/L no grupo B2 e de 2,5 mg/L no grupo B3 (p = 0,059).
Quando avaliada a concentragao de albumina, observou-se uma mediana igual nos
trés grupos de 3,8 g/dL (p = 0,809).
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Em relacao ao histérico de internagdes hospitalares nos individuos com DC, 41
(68,3%) deles apresentaram o antecedente de internacao hospitalar devido a alguma
complicagdo da DIl. A concentragcdo da zonulina nesse grupo foi de 72,60 ng/mL,
sendo que, no grupo sem internagdes prévias, esta foi de 127,10 ng/mL (p = 0,071).
Quando analisada a concentragcdo da PCR na populagdo que foi submetida a alguma
internagdo hospitalar, o resultado encontrado foi de 2,7 mg/L, sendo que no grupo
sem internagao prévia, este foi de 6,1 mg/L (p = 0,053). A albumina apresentou
resultados iguais em ambos os grupos, com uma mediana igual a 3,8 g/dl (p = 0,804).

Dos 60 pacientes com DC, 19 (31,6%) deles foram submetidos a algum
procedimento cirurgico. A mediana da concentragdo da zonulina neste grupo foi de
111,00 ng/mL, sendo que na populagdo sem historico de cirurgias prévias a mesma
foi de 66,62 ng/mL (p = 0,114). A concentragao da PCR e albumina nos pacientes que
foram submetidos a algum procedimento cirargico no passado foi de 2,0 mg/L e 3,8
g/dL, respectivamente, ndo sendo observada diferenga estatistica quando estas foram
comparadas com a de individuos sem procedimentos cirurgicos prévios (4,7 mg/L (p
=0,089) e 3,8 g/dL (p = 0,749), respectivamente).
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Tabela 12 — Avaliagao da concentracao seérica da zonulina nos pacientes com
doenca de Crohn em relagao as caracteristicas clinicas, atividade da doenga (indice
de Harvey-Bradshaw) e comportamento da doenca.

Variavel Zonulina ng/mL, p
mediana
Sexo <0,001
Feminino 128,10
Masculino 47,22
Tabagismo ativo 0,651
Nao 89,71
Sim 69,74
Tabagismo pregresso 0,099
Nao 73,63
Sim 118,40
Atividade da doenca 0,602
Remissao (IHB < 4) 73,11
Atividade (IHB > 4) 105,54
Comportamento 0,974
Inflamatério (B1) 84,14
Estenosante (B2) 72,24
Penetrante (B3) 127,10
Internacao hospitalar prévia 0,071
Nao 127,10
Sim 72,60
Procedimento cirurgico prévio 0,114
Nao 66,62
Sim 111,00

Legenda: IHB, indice de Harvey-Bradshaw.
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Tabela 13 — Avaliagao da concentragao sérica da proteina C reativa e da albumina
nos pacientes com doenga de Crohn em relagdo as caracteristicas clinicas, atividade
da doenga (indice de Harvey-Bradshaw) e comportamento da doenca.

Variavel PCR mgl/L, p Albumina g/dL, p
mediana mediana
Sexo 0,938 0,478
Feminino 4.1 3,8
Masculino 2,7 3,9
Tabagismo ativo 0,422 0,147
Nao 3,4 3,8
Sim 29 3,8
Tabagismo pregresso 0,201 0,261
Nao 3,0 3,9
Sim 4,7 3,8
Atividade da doenca 0,077 0,230
Remissao (IHB < 4) 2,8 3,8
Atividade (IHB > 4) 5,5 3,8
Comportamento 0,059 0,809
Inflamatério (B1) 6,4 3,8
Estenosante (B2) 2,9 3,8
Penetrante (B3) 2,5 3,8
Internacao hospitalar prévia 0,053 0,804
Nao 6,1 3,8
Sim 2,7 3,8
Procedimento cirurgico prévio 0,089 0,749
Nao 4,7 3,8
Sim 2,0 3,8

Legenda: PCR, proteina C reativa; IHB, indice de Harvey-Bradshaw.

5.3.5 Analise da concentragao da zonulina sérica, proteina C reativa e albumina
e comparagao das mesmas com caracteristicas clinicas, escore de atividade
clinica (Simple Clinical Colitis Activity Index) e extensdao do acometimento da

doenca em pacientes com colite ulcerativa

Foram realizadas comparagdes da concentracado sérica da zonulina, PCR e

albumina com caracteristicas clinicas de pacientes com UC. As Tabelas 14 e 15
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resumem estes achados. Dos 57 pacientes com diagnostico de UC, 39 (68,4%) eram
do sexo feminino, sendo que a mediana da concentracdo da zonulina foi também
maior quando comparado ao sexo masculino, 115,60 ng/mL e 43,05 ng/mL,
respectivamente (p <0,001). Quando avaliada a mediana do valor de PCR, né&o foi
observada diferenca estatistica entre os sexos, sendo que no sexo feminino este
resultado foi de 3,2 mg/L e, no masculino, de 2,2 mg/L (p = 0,559). A concentracéo da
albumina apresentou diferenga estatistica, sendo a mediana no sexo feminino de 3,8
g/dL e de 4,0 g/dL no sexo masculino (p = 0,025).

A presenga de tabagismo ativo foi observada em apenas 3 (5,2%) dos
individuos com UC e nao acarretou diferenga significativa nos valores séricos da
zonulina, PCR e albumina quando estes foram comparados com os individuos que
nunca fumaram.

Quando avaliada a presenga de tabagismo pregresso, foi observado que 23
(40,3%) pacientes ja haviam adotado a pratica do tabagismo em algum momento de
suas vidas. A mediana da concentragdo de zonulina no grupo com tabagismo
pregresso foi de 84,79 ng/mL, e de 106,95 ng/mL no grupo que nunca fumou (p =
0,974). A mediana da concentragdao da PCR também foi semelhante entre os grupos,
sendo de 2,6 mg/L no grupo com histdrico pregresso de tabagismo e de 2,9 mg/L no
grupo que nunca fumou (p = 0,745). A concentragado da albumina foi igual entre os
dois grupos, com valor de 3,9 g/dL (p = 0,831).

Quando avaliada a atividade clinica através das recomendagdes da ECCO
(remissao clinica definida por um numero de evacuagdes diarias menor ou iguala 3 e
pela auséncia de sangramento nas fezes), observou-se que 44 (77,1%) individuos
estavam em remissao, sendo a mediana da concentracao da zonulina de 89,73 ng/mL,
ja naqueles com critérios para atividade clinica, a concentracdo da zonulina foi de
167,90 ng/mL (p = 0,110). Quando avaliada a concentragdo da PCR, observou-se que
no grupo em remissao clinica o valor foi de 2,9 mg/L, e no grupo em atividade esta foi
de 2,6 mg/L (p = 0,493). A concentragao da albumina foi de 3,9 g/dL nos individuos
em remissao clinica e de 4,0 g/dL com atividade clinica no momento da avaliagao (p
=0,259).

Em outra analise, utilizando o escore SCCAI (Simple Clinical Colitis Activity
Index), e considerando remissao clinica uma pontuagédo menor e igual a 2 pontos,
verificou-se que 34 (59,6%) estavam em remissao clinica no momento da avaliagéo.

A mediana da concentragdo da zonulina encontrada neste grupo foi de 85,58 ng/mL,
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sendo que no grupo com atividade clinica a mediana encontrada foi de 125,50 ng/mL
(p = 0,068). A concentragdo da PCR no grupo em remisséao clinica foi de 3,2 mg/L e,
no grupo em atividade clinica, esta foi de 2,6 mg/L (p = 0,871). A mediana da
concentragao de albumina foi igual entre os grupos, tendo sido de 3,9 g/dL (p = 0,589).

A avaliagdo da extensdo do acometimento em pacientes com UC foi
considerada para a analise da concentragdo da zonulina, PCR e albumina. Ao todo
foram obtidos os dados de 55 pacientes com UC, sendo a colite extensa (E3) a mais
frequentemente encontrada com o total de 32 (58,1%) pacientes. A mediana da
concentragdo da zonulina foi de 114,90 ng/mL nos individuos com proctite (E1),
106,10 ng/mL na colite esquerda (E2) e de 89,73 ng/mL na colite extensa (E3) (p =
0,888). A mediana da concentragdo da PCR encontrada foi de 2,9 mg/L no grupo E1,
2,6 mg/L no grupo E2 e 2,9 mg/L no grupo E3 (p = 0,967). Quando avaliada a
concentragao de albumina, o grupo E1 apresentou uma mediana de 3,8 g/dL, o grupo
E2 de 3,9 g/dL e o grupo E3 de 4,0 g/dL (p = 0,824).

Em relagéo aos pacientes com UC, 27 (47,3%), deles apresentaram historia de
internacdo hospitalar decorrente de alguma complicagao da DIl. Quando avaliada a
concentragdo da zonulina, foi observado que, no grupo com internagao prévia, a
mediana foi de 112,70 ng/mL e, no grupo sem internagao prévia, esta foi de 74,21
ng/mL (p = 0,096). A concentragdo da PCR foi de 2,7 e 2,6 mg/L, no grupo com e sem
internagdes prévias, respectivamente (p = 0,388). O valor da concentracao de
albumina encontrado foi de 3,8 g/dL naqueles com internacéo prévia e de 3,9 g/dL

naqueles sem internagdes prévias (p = 0,464).
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Tabela 14 — Avaliagao da concentracao seérica da zonulina nos pacientes com colite
ulcerativa em relagéo as caracteristicas clinicas, atividade da doenga e extensao do
acometimento.

Variavel Zonulina ng/mL, p
mediana

Sexo <0,001
Feminino 115,60
Masculino 43,05

Tabagismo ativo 0,284
Nao 107,90
Sim 53,85

Tabagismo pregresso 0,974
Nao 106,95
Sim 84,79

Atividade clinica da doenga (ECCO) 0,110
Remissao 89,73
Atividade 167,90

Atividade clinica da doenga (SCCAI) 0,068
Remissao (< 2) 85,58
Atividade (= 3) 125,50

Extensao do acometimento 0,888
E1 — proctite 114,90
E2 — colite esquerda 106,10
E3 — colite extensa 89,73

Internacao hospitalar prévia 0,096
Nao 74,21
Sim 112,70

Legenda: ECCO, Organizagéo Europeia de Crohn e Colite; SCCAI, Simple Clinical Colitis Activity
Index.
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Tabela 15 — Avaliagado da concentragao sérica da proteina C reativa e da albumina
nos pacientes com colite ulcerativa em relagdo as caracteristicas clinicas, atividade
da doenca e extensao do acometimento.

Variavel PCR mgl/L, p Albumina g/dL, p
mediana mediana
Sexo 0,559 0,025
Feminino 3,2 3,8
Masculino 2,2 4.0
Tabagismo ativo 0,133 0,615
Nao 2,6 3,9
Sim 7,5 4,0
Tabagismo pregresso 0,745 0,831
Nao 29 3,9
Sim 2,6 3,9
Atividade clinica da doenca 0,493 0,259
(ECCO)
Remissao 2,9 3,9
Atividade 2,6 4,0
Atividade clinica da doenca 0,871 0,589
(SCCAI)
Remissao (< 2) 3,2 3,9
Atividade (= 3) 2,6 3,9
Extensao do acometimento 0,967 0,824
E1 — proctite 2,9 3,8
E2 — colite esquerda 2,6 3,9
E3 — colite extensa 2,9 4.0
Internagéo hospitalar prévia 0.388 0,464
Nao 2,6 3,9
Sim 2,7 3,8

Legenda: ECCO, Organizagéo Europeia de Crohn e Colite; SCCAI, Simple Clinical Colitis Activity
Index.
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5.4 Analise das concentracdes séricas de TNF, IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2.

5.4.1 Analise das concentragcoes séricas de TNF, IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4 e
IL-2 e a comparagcao destas entre os pacientes com doencga inflamatéria

intestinal e o grupo controle

A dosagem das concentragdes séricas de TNF, IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4
e IL-2 foi realizada em 114 dos 117 pacientes com DIl e em 8 dos 32 individuos do
grupo controle. A Tabela 16 resume esses resultados. A mediana da concentragéo de
TNF foi significativamente maior no grupo controle quando comparada ao grupo DII
(7,13 pg/mL versus 6,17 pg/mL, p = 0,045). A mediana da concentracédo de IFN-y
encontrada no grupo DIl foi de 14,53 pg/mL e, no grupo controle, esta foi de 15,87
pg/mL (p = 0,115). A mediana da concentragao de IL-17A foi de 26,38 pg/mL nos
individuos com DII, sendo que no grupo controle, esta foi de 28,18 pg/mL (p = 0,623).
A mediana da concentracdo de IL-10 foi de 7,44 pg/mL no grupo DIl e de 7,07 no
grupo controle (p = 0,620). A mediana da concentragao de IL-6 no grupo DIl foi de
7,70 pg/mL, e no grupo controle, esta foi de 7,61 (p = 0,804). Quando comparadas as
concentragbes de IL-4 e IL-2 nos dois grupos, foi observado que ambas as
concentragdes foram menores no grupo DIl (15,74 pg/mL versus 20,81 pg/mL, p =
0,002 e 10,32 pg/mL versus 12,30 pg/mL, p = 0,004).
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Tabela 16 — Concentragdes séricas de TNF, IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 e a
comparagao destas entre os pacientes com doenca inflamatoria intestinal (n=114) e
os individuos do grupo controle (n=8).

Citocinas ]| Controle o)
(n=114) (n=8)
TNF pg/mL, mediana 6,17 7,13 0,045
IFN-y pg/mL, mediana 14,53 15,87 0,115
IL-17A pg/mL, mediana 26,38 28,18 0,623
IL-10 pg/mL, mediana 7.44 7,07 0,620
IL-6 pg/mL, mediana 7,70 7,61 0,804
IL-4 pg/mL, mediana 15,74 20,81 0,002
IL-2 pg/mL, mediana 10,32 12,30 0,004

Legenda: DII, doenca inflamatdria intestinal; TNF, fator de necrose tumoral; IFN- vy, interferon gama;
IL-17A, interleucina 17A; IL-10, interleucina 10; IL-6, interleucina 6; IL-4, interleucina 4; IL-2,
interleucina 2.

5.4.2 Analise das concentragoes séricas de TNF, IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4 e
IL-2 e a comparagao destas com o sexo e caracteristicas clinicas em pacientes

com doenga inflamatoéria intestinal

Foi realizada a comparacao das concentracoes séricas de TNF, IFN-y, IL-17A,
IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 entre os sexos masculino e feminino em 114 pacientes com DII
(Tabela 17).

Tabela 17 — Concentragdes séricas de TNF, IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 de
acordo com o sexo dos pacientes com doenca inflamatéria intestinal.

Citocinas Masculino Feminino o)
(n=39) (n=75)
TNF pg/mL, mediana 6,31 6,08 0,938
IFN-y pg/mL, mediana 14,29 14,75 0,926
IL-17A pg/mL, mediana 25,05 26,67 0,243
IL-10 pg/mL, mediana 8,09 7,35 0,317
IL-6 pg/mL, mediana 7,44 7,85 0,971
IL-4 pg/mL, mediana 15,74 15,74 0,696
IL-2 pg/mL, mediana 10,35 10,29 0,622

Legenda: TNF, fator de necrose tumoral; IFN-y, interferon gama; IL-17A, interleucina 17A; IL-10,
interleucina 10; IL-6, interleucina 6; IL-4, interleucina 4; IL-2, interleucina 2.
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Foram comparadas as concentragdes séricas de TNF, IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-
6, IL-4 e IL-2 entre os individuos com diagndstico de DC e UC. Dentre todas as
dosagens, a IL-17A e a IL-6 apresentaram uma tendéncia de maior concentragao na

DC quando comparada com a UC (Tabela 18).

Tabela 18 — Concentragdes séricas de TNF, IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 de
acordo com o diagndstico da doenga inflamatoria intestinal.

Citocinas Doenga de Crohn Colite ulcerativa o]
(n=59) (n=55)
TNF pg/mL, mediana 6,13 6,17 0,727
IFN-y pg/mL, mediana 15,05 14,16 0,246
IL-17A pg/mL, mediana 27,05 25,35 0,055
IL-10 pg/mL, mediana 7.47 7,32 0,575
IL-6 pg/mL, mediana 8,20 7,44 0,062
IL-4 pg/mL, mediana 15,20 16,53 0,195
IL-2 pg/mL, mediana 10,24 10,32 0,753

Legenda: TNF, fator de necrose tumoral; IFN-y, interferon gama; IL-17A, interleucina 17A; IL-10,
interleucina 10; IL-6, interleucina 6; IL-4, interleucina 4; IL-2, interleucina 2.

Quando avaliadas as concentragdes de TNF, IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4 e
IL-2 em individuos com DIl que ja foram submetidos a internagcéo hospitalar prévia em
decorréncia de alguma complicagdo da doencga, observou-se que a concentragao de
IFN-y e de IL-17A foi significativamente mais elevada quando comparadas ao grupo
que nao foi previamente submetido a internacdo hospitalar. Em relagdo a IL-10,
também foi demonstrada uma tendéncia para uma concentragdo mais elevada nos
pacientes com esse antecedente. Esses resultados podem ser visualizados na Tabela
19.
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Tabela 19 - Concentragdes séricas de TNF, IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 de
acordo com o histdrico de internagao hospitalar prévia nos pacientes com doenca
inflamataria intestinal.

Internacao Hospitalar Prévia

Citocinas Sim Nao o)
(n=65) (n=49)
TNF pg/mL, mediana 6,36 6,07 0,076
IFN-y pg/mL, mediana 15,10 14,03 0,030
IL-17A pg/mL, mediana 27,11 24,64 0,024
IL-10 pg/mL, mediana 7,81 7,20 0,060
IL-6 pg/mL, mediana 7,99 7,43 0,295
IL-4 pg/mL, mediana 16,24 15,44 0,137
IL-2 pg/mL, mediana 10,86 9,56 0,140

Legenda: TNF, fator de necrose tumoral; IFN-y, interferon gama; IL-17A, interleucina 17A; IL-10,
interleucina 10; IL-6, interleucina 6; |IL-4, interleucina 4; IL-2, interleucina 2.

Quando comparadas as concentragdes séricas de TNF, IFN-y, IL-17A, IL-10,
IL-6, IL-4 e IL-2 entre os pacientes com DIl que ja foram submetidos a procedimento
cirargico prévio e aqueles que nao foram submetidos, ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significativas entre as concentragbes analisadas (Tabela
20).

Tabela 20 - Concentragdes séricas de TNF, IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 de
acordo com o historico de procedimento cirurgico prévio nos pacientes com doenca
inflamatoria intestinal.

Procedimento Cirurgico Prévio

Citocinas Sim Nao P
(n=19) (n=95)
TNF pg/mL, mediana 6,31 6,17 0,637
IFN-y pg/mL, mediana 15,30 14,52 0,130
IL-17A pg/mL, mediana 30,08 25,67 0,070
IL-10 pg/mL, mediana 7,47 7,42 0,882
IL-6 pg/mL, mediana 8,89 7,58 0,128
IL-4 pg/mL, mediana 14,66 15,80 0,831
IL-2 pg/mL, mediana 10,52 10,24 0,755

Legenda: TNF, fator de necrose tumoral; IFN-y, interferon gama; IL-17A, interleucina 17A; IL-10,
interleucina 10; IL-6, interleucina 6; IL-4, interleucina 4; IL-2, interleucina 2.
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5.4.3 Analise da correlagao entre as concentragoes séricas de TNF, IFN-y, IL-
17A, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 e a concentragao sérica da zonulina em pacientes

com doenca inflamatoéria intestinal

Quando analisada a correlagao entre as concentracdes de TNF, IFN-y, IL-17A,
IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 e as concentragdes da zonulina, ndo foram observados
resultados estatisticamente significativos, tanto para o grupo DIl como um todo,

quanto isoladamente por diagnostico estabelecido (Tabela 21).

Tabela 21 - Correlagao das concentracdes séricas de TNF, IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-
6, IL-4 e IL-2 com a concentragao sérica da zonulina em pacientes com doenca
inflamataria intestinal.

Citocinas DIl uc DC
Zonulina Zonulina Zonulina
rs P I's p r's p

TNF -0,084 0,374 -0,001 0,994 -0,164 0,216
IFN-y -0,042 0,657 0,016 0,905 -0,075 0,573
IL-17A 0,155 0,100 0,195 0,153 -0,114 0,391
IL-10 -0,066 0,486 -0,032 0,816 -0,102 0,443
IL-6 0,047 0,617 0,160 0,245 -0,045 0,738
IL-4 -0,116 0,219 -0,046 0,738 -0,121 0,360
IL-2 -0,116 0,220 -0,061 0,658 -0,169 0,200

Legenda: DII, doenca inflamatdria intestinal; UC, colite ulcerativa; DC, doenga de Crohn; TNF, fator
de necrose tumoral; IFN-y, interferon gama; IL-17A, interleucina 17A; IL-10, interleucina 10; IL-6,
interleucina 6; IL-4, interleucina 4; IL-2, interleucina 2.
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6 DISCUSSAO

Sabidamente a incidéncia e a prevaléncia da DIl aumentaram de forma
significativa no Brasil nos ultimos anos. Um dos objetivos do presente estudo foi
compreender de forma mais detalhada as caracteristicas dos pacientes com DIl que
estdo em acompanhamento no ambulatério de gastroenterologia do HU-UFSC, um
centro terciario que abrange pacientes provenientes de diferentes regides do estado
de Santa Catarina. O numero de casos que fizeram parte do estudo pode ser
considerado expressivo, uma vez que esse € o0 maior estudo de um centro catarinense
que caracterizou em detalhes as particularidades de uma amostra de pacientes com
DIl atendidos exclusivamente pelo sistema unico de saude (SUS).

Em relagcdo a média de idade, distribuigdo entre os sexos e o diagnostico (DC
versus UC), os resultados encontrados neste estudo séo semelhantes aos de outros
estudos realizados no Brasil — foi observada uma média de idade de 44 anos, uma
discreta predominadncia de acometimento do sexo feminino e uma tendéncia de
distribuicao igualitaria dos pacientes com DIl entre DC e UC (52, 53).

Dentre os pacientes com DC, a localizacdo mais frequentemente acometida foi
o ileo terminal (L1), com 33% dos casos. Por sua vez, quando avaliado o
comportamento da doenga, o mais prevalente foi o inflamatério (B1), este foi
observado em 45% dos casos. Mais da metade dos pacientes com DC (56,6%)
encontravam-se em remissao clinica da doenga, demonstrando uma pontuagdo no
IHB < a 4 pontos. Por meio destas caracteristicas, € possivel concluir que a amostra
de pacientes com DC foi constituida por pacientes com uma doenca de menor
gravidade e de menor extensao, o que resultou em uma menor pontuagao no escore
de atividade da doencga. Por outro lado, quando considerado o diagnéstico de UC, o
padrao de acometimento mais comumente encontrado nesta casuistica foi o de
pancolite (E3), achado este compativel com o perfil de pacientes que se espera que
esteja em acompanhamento em um servigo médico terciario (54). Paralelamente aos
pacientes com DC, mais da metade dos pacientes com UC encontravam-se em
remissao clinica (ECCO - 77,2% e SCCAI —59,6%). O fato de a maioria dos pacientes
com DIl encontrarem-se em remissao clinica € corroborado pelos valores das
medianas dos parametros laboratoriais hemoglobina, hematdcrito e albumina — tais
valores se mostraram normais e muito semelhantes aqueles encontrados em

individuos do grupo controle. As concentragdes séricas da PCR diferiram desses
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outros parametros laboratoriais — individuos com DIl apresentaram valores
significativamente mais elevados do que os individuos do grupo controle, mas, ainda
assim, os valores foram baixos.

No presente estudo ndo foram observadas diferencas na concentragdo da
zonulina entre os grupos DIl e controle, essa auséncia de diferenca pode ser
justificada pelas caracteristicas da casuistica — conforme explorado acima, mais de
50% dos pacientes com DIl encontravam-se em remissao clinica. Ainda, do ponto de
vista laboratorial, estes também demonstraram uma mediana das concentragdes
séricas de PCR proximas a 3,0 mg/L, o qual é compativel com remissao laboratorial
(31). O espectro do diagndstico da DIl e o antecedente de cirurgia ou internagdes
hospitalares relacionadas a doenca de base néo influenciaram a concentracéo sérica
da zonulina nos pacientes com DIl — dessa forma, a gravidade da DI, por si, ainda
que pregressa, nao resultou na demonstracao de valores mais elevados da zonulina
sérica.

Quando avaliada a concentragao da zonulina em pacientes com DII, resultados
diferentes dos aqui encontrados foram observados em outros estudos. Em um estudo
publicado por Caviglia et al., o qual também incluiu uma amostra de pacientes com
DIl em acompanhamento ambulatorial, foi avaliada a concentragéo sérica da zonulina
e esta foi comparada com aquela apresentada por individuos do grupo controle, sendo
observada uma concentragdo mais elevada no primeiro grupo. Em relagdo a
metodologia deste estudo, é importante ressaltar que a grande maioria da populagao
avaliada apresentava critérios compativeis com atividade clinica (IHB para DC e
escore de Mayo simplificado para UC) e laboratorial presentes — a mediana da
concentragao de calprotectina foi de 345 pg/g (45). Em outro estudo do mesmo autor,
foi observado que a concentracao sérica da zonulina era mais elevada em pacientes
com DIl em atividade clinica do que naqueles em remissao, ainda que a diferenca
tenha sido discreta. E importante ressaltar, também, que a casuistica em questao foi
constituida por mais de 70% de pacientes com DIl em atividade clinica (44).

Em relacédo ao sexo, observou-se uma diferenca estatistica nas concentracdes
séricas da zonulina, tendo estas sido mais elevadas nas mulheres do que as
observadas no sexo masculino. Maget et al. observaram concentracbes mais
elevadas da zonulina em mulheres quando comparadas a individuos do sexo
masculino em um estudo que avaliou a concentragao sérica de zonulina no contexto

de transtornos psiquiatricos (55).
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Um estudo caso-controle realizado por autores americanos e publicado em
2015 demonstrou uma maior concentragdo da zonulina em mulheres portadoras de
sindrome dos ovarios policisticos (SOP) em comparagédo a mulheres sem a sindrome
(56). A SOP é uma sindrome muito frequente em mulheres em idade reprodutiva —
ainda que seja um diagndstico de exclusdo, esta condi¢do esta presente em 5-20%
das mulheres no menacme em todo o mundo (57). Explorando os resultados
encontrados neste estudo poderiamos questionar se as maiores concentragdes da
zonulina observadas nessa populagdo teriam relagdo com o hiperandrogenismo e
hiperandrogenemia apresentados por uma parcela consideravel das pacientes com
SOP ou com o estado de resisténcia a insulina, aspecto este de fundamental
importancia na fisiopatologia da sindrome. Os mesmos autores ndo demonstraram
correlagdo entre as concentracbes séricas da zonulina e as concentragdes de
testosterona total, sendo a hipotese principal do estudo a de que as concentracdes
séricas da zonulina foram mais elevadas em pacientes com SOP em funcido da
resisténcia insulinica que pacientes com essa condigdo apresentam, de forma
independente ao IMC (56).

No presente estudo foi observada uma correlagao positiva moderada entre as
concentragdes séricas da zonulina e o IMC em pacientes com DIl. O sobrepeso e a
obesidade sao condi¢cbes cada vez mais prevalentes e sabidamente relacionadas a
resisténcia insulinica e a um estado inflamatério de baixo grau (58). A relagao entre
zonulina e resisténcia insulinica foi previamente estudada, com destaque para um dos
primeiros estudos nessa area, publicado por Moreno-Navarrete et al., que avaliou 123
individuos e demonstrou que o0s niveis circulantes de zonulina aumentam
paralelamente aos valores de IMC, aos valores da relagao cintura/quadril (marcador
importante de adiposidade visceral e resisténcia insulinica), as concentragdes de
insulina em jejum, as concentragdes de triglicerideos, acido urico e IL-6. Por outro
lado, as concentracbes da zonulina correlacionaram-se negativamente com as
concentragdes de HDL-colesterol e com a sensibilidade a insulina (59). A obesidade,
por si, parece influenciar a permeabilidade intestinal — alguns estudos em modelos
animais ja demonstraram que uma dieta rica em gorduras saturadas resulta em
modificagdes da microbiota intestinal e aumento da permeabilidade intestinal (60).
Esse aumento da permeabilidade intestinal, por sua vez, contribui para a instalacéo
de um estado inflamatério de baixo grau e de resisténcia insulinica (61).
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Em pacientes com UC, as concentragdes da zonulina correlacionaram-se com
variaveis associadas a gravidade e atividade da doenga, como a pontuagédo no SCCAI,
concentragbes de PCR, albumina, hemoglobina e hematdcrito. Esse resultado pode
ser atribuido as caracteristicas dos pacientes com UC estudados; o padrdo de
acometimento mais comum foi a pancolite (E3), representando uma doenga mais
extensa e grave e, consequentemente, mais sintomatica. Esse mesmo resultado nao
foi encontrado nos pacientes com DC (n&o houve correlagdo entre as concentragbes
da zonulina e o IHB), fato esse que pode ser justificado pela maior heterogeneidade
da doenga nesse espectro da DIl (DC). Nos pacientes com DC, em geral, segmentos
menores do trato gastrintestinal encontram-se acometidos, possivelmente impactando
menos a permeabilidade intestinal. Alguns parametros ndo avaliados no presente
estudo podem ter influenciado nessa analise especifica. Entre esses parametros estao
a extensao do acometimento do ileo terminal (ja que a maior parte dos pacientes tinha
como principal localizagdo de acometimento este segmento do intestino (L1) e a
presenca ou nao de atividade endoscopica. Além disso, o tamanho da amostra desse
subgrupo de pacientes poderia ter sido insuficiente para verificar a correlagéo entre
as concentracdes da zonulina e a atividade clinica da DC.

Sao poucos os estudos que correlacionaram escores de atividade clinica na DI
e concentragdes da zonulina sérica, mas estudos que avaliaram a zonulina de outras
formas e por métodos diferentes foram publicados nos ultimos anos. Szymanska et al.
observaram uma correlagao positiva fraca entre a zonulina e o indice de atividade na
DC, mas nao na UC. Ainda que esse estudo tenha demonstrado uma correlagao
positiva na DC, essa interpretagao deve ser cautelosa, pois esse estudo foi realizado
em populacado pediatrica e a dosagem de zonulina foi realizada nas fezes (62).
Guardados esses cuidados em relagéo ao estudo, a demonstragcao da presencga de
correlagdo entre escores clinicos na DIl e a zonulina demonstra uma possivel
contribuigdo da utilizacdo da zonulina na avaliagdo e seguimento de pacientes com
DlII.

Considerando que concentracbes mais elevadas de zonulina estariam
relacionadas com o aumento da permeabilidade intestinal e, consequentemente, a um
status inflamatorio, os resultados aqui observados justificam, em parte, a correlagcéao
positiva entre a zonulina e PCR — marcador inflamatério — e a correlagédo negativa
entre a zonulina e a albumina, hemoglobina e hematécrito nos pacientes com UC. A

anemia e a desnutricdo sdo complicagdes encontradas na DII, que se relacionam com
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a gravidade da doenga (63, 64). Mesmo que a correlagdo tenha sido observada
somente no grupo UC, é possivel que concentragdes mais elevadas de zonulina
estejam relacionadas com a gravidade, atividade clinica e laboratorial da doenca.
Deve-se também levar em consideracdo, nessa analise, a possibilidade da
interferéncia de fatores externos como, por exemplo, o sexo e o IMC.

Em relacdo as citocinas inflamatodrias, foram avaliadas as concentragdes
séricas de TNF, IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2. Nao foram observadas
diferengas quando os pacientes com DIl foram comparados aos individuos do grupo
controle. Pelo contrario, essa analise demonstrou que individuos do grupo controle
demonstraram concentragcdes mais elevadas de TNF, IL-4 e IL-2. E importante
reforgar que nao foi possivel realizar a dosagem das citocinas em todos os individuos
pertencentes ao grupo controle; € possivel que o numero relativamente pequeno de
pacientes saudaveis avaliados tenha comprometido essa avaliagdo. Outras
justificativas plausiveis para esse resultado remetem ao fato de a grande maioria dos
pacientes com DIl ndo estarem em atividade clinica no momento dessa avaliagao e
ao fato de uma parcela significativa dos pacientes estarem realizando tratamento
farmacolégico sistémico (corticosteroide, imunomodulador e imunobioldgicos) e,
ainda, ao método utilizado em nosso estudo para a avaliagéo (dosagem sérica).

Em um estudo de Tatsuki et al., que envolveu uma casuistica pediatrica em
atividade clinica e endoscopica moderada a severa e sem tratamento para DIl, foram
observadas diferengas na concentracédo das citocinas TNF, IL-6 e IL-4, porém né&o
foram observadas diferencas nas concentragées de IFN-y, IL-17A, IL-10 e IL-2 quando
comparados ao grupo controle (65). Alguns estudos avaliaram a expressao das
citocinas inflamatodrias por métodos diferentes; estudos que avaliaram a expressao
dessas citocinas em fragmentos da mucosa intestinal, notadamente de TNF e IFN-y,
conseguiram demonstrar aumento da expressao dessas citocinas na lamina propria
(66).

Dentre os pacientes com DIl, aqueles que apresentaram histérico de internagao
hospitalar prévia relacionada a essa condicdo demonstraram concentragdes séricas
de IFN-y e IL-17A mais elevadas do que pacientes sem esse antecedente (p = 0,030
e p = 0,024, respectivamente). Ainda, observou-se uma tendéncia a esse mesmo
achado para a IL-10 (p = 0,060). Figueredo et al. observaram que pacientes com DII
em atividade apresentavam maior expressao de IL-17A na mucosa intestinal quando

comparados com aqueles em remissao (67). Quando comparados pacientes com DC
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aqueles com UC, foi observada uma tendéncia a valores mais elevados de IL-17A e
IL-6 no primeiro grupo, achados esses compativeis com a ativagédo da via Th17 que,
de fato, € uma das vias envolvidas na fisiopatologia da DC (51).

Os pontos positivos deste trabalho sdo o tamanho da casuistica, tendo em vista
a raridade dessa condi¢cdo (ainda que a prevaléncia tenha aumentado nos ultimos
anos), a obtengcdo de dados completos acerca das caracteristicas epidemiolégicas,
clinicas e evolugao dos pacientes compreendidos nesta casuistica e a composig¢ao de
um grupo controle. A possibilidade de avaliacdo, além das concentragdes séricas da
zonulina, das concentracdes séricas de diferentes citocinas inflamatdrias, também
permitiu uma melhor investigagéo da relagao entre inflamagéo e zonulina. Ainda, este
foi o primeiro estudo conduzido na linha de doengas inflamatdrias intestinais no HU-
UFSC, o que podera contribuir para a ampliacdo das atividades de pesquisa em
doencgas do aparelho digestivo.

As limitacbes do presente estudo incluem a sua natureza transversal, que
impede a avaliacao da relagao dos biomarcadores estudados com desfechos clinicos
relevantes. Além disso, a amostra estudada foi composta majoritariamente por
pacientes em remissao clinica da DIl, o que pode ter dificultado a analise do impacto
da atividade da doenca sobre as concentragdes séricas da zonulina. Ainda que tal fato
deva ser levado em consideragao na interpretacéo dos resultados, a casuistica aqui
apresentada representa a pratica diaria da maioria dos servigos que acompanham
pacientes portadores de DIl. Estudos que venham a investigar as concentragdes da
zonulina em diferentes perfis de pacientes com DIl, especialmente incluindo analise
endoscopica e histologica, serao importantes para melhor definicdo do papel desse
biomarcador na DII.

Outro fator importante a ser levado em consideragcao € o método utilizado na
dosagem da zonulina sérica. Diferentes kits comerciais estdo disponiveis no mercado
para a utilizacdo em pesquisa clinica, entretanto sdo poucos os estudos que utilizaram
o mesmo kit que o utilizado aqui - Elabscience® (Bethesda, EUA) (68, 69). Ajamian et
al. avaliaram dois kits comerciais, um que utiliza o método ELISA sanduiche —
CUSABIO® (Wuhan, China) e, o outro, que utiliza o método ELISA competicdo
Immundiagnostik AG® (Bensheim, Alemanha) — os autores concluiram que os kits
disponiveis necessitariam de melhorias para uma melhor deteccdo da
zonulina/préhaptoglobina-2 (70). Novos estudos investigando a acuracia dos métodos
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comerciais disponiveis sao necessarios antes que uma aplicacdo pratica para a

dosagem de zonulina possa ser proposta.
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7 CONCLUSOES

No presente estudo a concentracdo sérica da zonulina nao diferiu na
comparagao entre os pacientes com DIl e controles saudaveis, assim como entre os
dois fendtipos de DIl estudados. Caracteristicas ndo relacionadas a doenca intestinal,
como sexo e IMC, impactaram significativamente nos niveis da zonulina entre os
portadores de DII. A zonulina circulante se correlacionou fracamente a parametros
clinicos e laboratoriais rotineiros de gravidade e de atividade de doenga em portadores
de UC, mas nao entre aqueles com DC. Entretanto, ndo foram observadas
associacdes entre as concentragdes séricas das diferentes citocinas inflamatorias
estudadas e a zonulina. Em conjunto, esses resultados indicam potencial da zonulina
como biomarcador nas DI, particularmente na UC, ainda que possivelmente a
aplicacao pratica deste teste laboratorial seja limitada em virtude da interferéncia de

fatores nao relacionados a doenca de base.
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Camioss Lacombe & 0 médico D Leonardo de Lugca Schiavon que podem ser
enconirados  no endersga; Depataments  de  Cliniza  Medica,  Hosphial
Universi@riodCampus Universiano — Trindade - Cep 38040-970 - Flodandpalis — S5
Fone [48) 3IT21914937219014; e-mall: iz lacombe@@hoimall.com. S8 woo2 Tiver
dlguma consideragdo ou 90vida sobre 3 étiea da pesquisa, enire em cont@io com o
Comit2 de Etica em Pesquisa (CEP): Unlversikdade Federal de Sania Catanna; Pri-
Reltoria de Pesquisa & Extansda - Campus Unlversiarna - Trindade - Flodanapalls/Sc;
Tel: (45) 3721-3206.

E garantida a lberdade da refirada de consentimento a qualiquer momenio &
delxar de paricpar do estudo, sem gqualguer prejulzo 3 contnuidade de seu
tratamento na Instiulgdo.

As Informaghes obtifas serdo analsadas em conjunio com outros pacientas,
nao sendo dvuigada 3 identficagEo de nenhum packenta.

Voc2 iem 0 direfio de ser mantido alualzado sobre 08 resul@dos parcials das
pesquisas, 355im gue 08 Mesmas forem de conhacimenio dos pesquisadones.

Nio hd despesas pessoals pard o pariclpante em qualguer fase do estudo,
Inciuindo exames e consultas. Também ndo ha compensagdo inanceia relacionada 3
fua pariclpagio. Se exstr qualquer despesa amcional, el serd absonvida peio
argamenta da pesquisa.

Em caso o2 dano pessoal, direlamente cavsado pelos  procedimentos
propostos nesie esludo [Mexo causal comprovada), o pariicipanie tem direfio a
frataments médico na  Insthulgdo, bem como 36  Indenizagles  legalmente
eslabelecidas.
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CCS -DEPARTAMENTO DE CLINICA MEDICA

Segus abalko os termos da declaragdo para poder partlclpar do estudo:

Acrediio ter sido suficieniemente Informado a respelio 4o estudo “ESTUDD DE
BIOMARCADORES INFLAMATORIOS EM PACIENTES COM DOENGA
INFLAMATORIA INTESTIMAL®.

Eu discutl com o pesquisadonss responsdvels s0bfe 3 minha gecisio em
particlpar nesse estedo. Flca@m clares para mim quals 530 o0& propasiios do estudo,
o0& procedimentos 3 sa2rem realzados, seUS OSSCOMTOMOS & MECOS, 35 garanias de
confidencialidade e de esciarecimentos pemanentas. Fleou ¢are tambem que minha
participagio & lsenta O O2EpeE3S & QuUe 1enho garania do acesso A tratamento
nospRalar, c3s0 583 necessans. Concordo voluntanamente em participar deste esiudo
2 podersl refirar o meu consentiments 3 quaiquer momenio: antes ou JURENE O
masmo, sem penalidades, prejuizo, perda de qualquer bensficlo gue &u possa ter
adgquirido, ou No mel aEndimanto neste Sanigo.

HOmE a0 pamcipants Azzihaiura WETE]

Responsaval pelo esiudo Aszinatura Data
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ANEXO C - Instrumento para coleta de dados clinicos

Analise da Permeabilidade Intestinal Através de Biomarcador Sérico e
sua Correlagao com Escores de Atividade Clinica e Proteina C Reativa
em Pacientes com Doenc¢a Inflamatéria Intestinal

Dados de identificagao e contato

Nome: nome
Numero do prontuario: num_ pront
Data da avaliagao: / / data_aval
Data de nascimento: / / data_nasc
Telefone residencial: () tel_resid
Telefone celular: () tel_celular
Critérios exclusao
Incluido no estudo? | (0) Nao | (1) Sim incluido
Motivo da exclusao: motivo_excl

(0) Diagnéstico duvidoso de doencga inflamatdria intestinal

(1) Internagdes hospitalares recentes (<30 dias) nao

relacionadas a DlI

(2) Doenca infecciosa aguda (<7 dias)

(3) Neoplasia maligna

(4) Recusa
Idade e sexo
Idade: anos (completos) idade
Sexo: genero

(0) Feminino

(1) Masculino
Comorbidades (complementar com dados do prontuario)
- Vocé possui algumas destas doengas?
HAS (0) Nao (1) Sim | (9) IGN | has
Diabetes Mellitus (0) Nao (1) Sim | (9) IGN | diabetes
AIDS/HIV (0) Nao (1) Sim | (9) IGN | hiv
Asma (0) Nao (1) Sim | (9)IGN | asma
I(EDnggeCr:r;a ou bronquite crénica (0) Nao (1)Sim | (9) IGN dpoc
Infarto do miocardio (0) Nao (1) Sim | (9) IGN | iam
Angina (0) Nao (1) Sim | (9) IGN | angina
Derrame (AVC) (0) Nao (1) Sim | (9)IGN | avc
Colesterol alto (0) Nao (1) Sim | (9) IGN | dislipidemia
Insuficiéncia cardiaca ~ . icc
congestiva (ICC) (0) Nao (1) Sim | (9) IGN
Insuficiéncia renal (0) Nao (1) Sim | (9) IGN | insuf_renal
Hipotireoidismo (0) Nao (1) Sim | (9) IGN | hipotir
Osteoporose ou osteopenia (0) Nao (1) Sim | (9) IGN | osteop
Artrite reumatodide (0) Nao (1) Sim | (9) IGN | artrite
Lupus (0) Nao (1) Sim | (9) IGN | lupus
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Depressao

(0) Nao

(1) Sim

(9) IGN

depressao

Tuberculose

(0) Nao

(1) Sim

(9) IGN

Tuberc

Habitos de vida — Tabagismo ativo (Considerar cigarro industrializado, palheiro)

O Sr. (a) fuma ou ja fumou?
(0) Nunca fumei
(1) Ja fumei, mas parei ha mais de 30 dias
(2) Ainda fumo

tabagismo

O Sr. (a) consome bebida alcéolica ou tinha o habito de beber?
(0) Nunca bebi
(1) Ja bebi, mas parei ha mais de 30 dias
(2) Ainda bebo

Medicacoes (complementar com dados do prontuario)

- Atualmente para o tratamento da sua doenc¢a inflamatéria intestinal, quais
medicamentos esta em uso regular?

Sulfassalazina (0) Nao (1) Sim (9) sulfassa
Tempo de uso em IGN dose_sulfassa
meses:

Mesalazina (0) Nao (1) Sim (9) Mesala
Tempo de uso em IGN dose_mesala
meses:

Mesalazina supositério (0) Nao (1) Sim (9) Mesalasup
Tempo de uso em IGN dose_mesalasup
meses:

Azatioprina (0) Nao (1) Sim (9) Azatiop
Tempo de uso em IGN dose_azatiop
meses:

Infliximabe (0) Nao (1) Sim (9) Inflix

Tempo de uso em IGN dose_inflix
meses:

Adalimumabe (0) Nao (1) Sim (9) Adalimu
Tempo de uso em IGN dose_adalimu
meses:

Vedolizumabe (0) Nao (1) Sim | (9) Vedoli
Tempo de uso em IGN dose_vedoli
meses:

Ustequinumabe (0) Nao (1) Sim (9) Ustequ
Tempo de uso em IGN dose_ustequ
meses:

Prednisona (0) Nao (1) Sim | (9) Pred

Tempo de uso em IGN dose pred
meses:

Metotrexate (0) Nao (1) Sim | (9) Metotre
Tempo de uso em IGN dose_metotre
meses:

Ferro elementar VO (0) Nao (1) Sim | (9) Ferro

Tempo de uso em IGN dose_ferro
meses:
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Ferro endovenoso (0) Nao (1) Sim | (9)
Tempo de uso em IGN
meses:

Ferroev
dose_ferroev

- Quais outras medicacoes o senhor fez uso regular nos ultimos 30 dias?

(anotar os nomes)

med1

med2

med3

med4

Doenca inflamatéria intestinal (complementar com dados do prontuario)

Diagndstico estabelecido Diag
(1) Doencga de Crohn
(2) Colite ulcerativa
Tempo do diagnéstico em anos: Temp_Diag

Para pacientes com doencga de Crohn (Determinar a localizagéo do
acometimento de acordo com os resultados de exames
endoscopicos ou radiolégicos)

(0) ileo terminal — L1

(1) Colon — L2

(2) lleocolbnica — L3

(3) Trato superior associado — L4

Crohnlocal_diag

Para pacientes com doenca de Crohn (Determinar o
comportamento da doenca de acordo com os resultados de
exames endoscopicos, radioldgicos, descrigado cirdrgicas, exame
proctolégico ou outros dados em prontuario)

(0) Inflamatério — B1

(1) Estenosante — B2

(2) Penetrante — B3

(3) Doenca perianal associada — p

Crohnfeno_diag

Para pacientes com colite ulcerativa (Determinar a localizacdo do
acometimento de acordo com os resultados de exames
endoscopicos ou radiolégicos)

(0) Proctite

(1) Colite esquerda

(2) Colite extensa

Rcuilocal _diag

Procedimento cirurgico ja realizado devido a doenga inflamatdria
intestinal (Determinar através do questionamento direto ao
paciente ou dados em prontuario)

(0) Nenhum

(1) Colectomia

(2) lleocolectomia

(3) Enterectomia

(4) Tratamento proctolégico para doenga perianal

fistulizante

(5) Dilatagao endoscopica ou estenoplastia

Cx_prev
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Internacao hospitalar prévia pela doenca inflamatdria intestinal int_prev
(Determinar através do questionamento direto ao paciente ou
dados em prontuario)

(0) Nao

(1) Sim
Exame Fisico
Estado Geral (0) Bom (1) Razoavel (2) Ruim EF_eg
Estatura (cm): EF_est
Peso (kg) — retirar sapato, cinto, chaves, dentre outros: EF_peso
Calculo do IMC: EF_imc
Pressao arterial sistdlica: EF pasist
Pressao arterial diastdlica: EF padiast
Frequéncia cardiaca: EF fc
Temperatura axilar: EF_temp
Exame fisico do abdome: EF_abd

*Descrever sucintamente e para complementar os escores de
atividade

Avaliacao da atividade clinica para pacientes com doeng¢a de Crohn

indice de Harvey-Bradshaw — calcular pontuagio

Percepcéo de bem estar
(0) Boa
(1) Ligeiramente abaixo do normal
(2) Ruim
(3) Muito ruim
(4) Péssimo

Hb_bemestar

Dor abdominal
(0) Ausente
(1) Leve
(2) Moderada
(3) Acentuada

Hb_dor

Numero de evacuacgbes liquidas ou pastosas (nas ultimas 24
horas) — maximo de 25

Quantidade:

Hb_evac

Massa abdominal
(0) Ausente
(1) Duvidosa
(2) Presente
(3) Presente e dolorosa

Hb_massa

Complicagbes extra intestinais (1 ponto para cada manifestagéao)
Artralgia
Uveite
Eritema Nodoso

Hb_numcompl
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Ulcera aftoide oral
Pioderma gangrenoso
Fissura anal

Fistula nova
Abscesso

Total da pontuacao

Hb_total

Avaliacao da atividade clinica para pacientes com colite ulcerativa
Simple Clinical Colitis Activity index (SCCAI) — calcular a pontuagao

Frequéncia evacuatéria diurna
(0)0a3
(1)4a6
(2)7a9
(3)>9

SCCAI freq

Frequéncia evacuatéria noturna
0)0
(11a3
(2)4a6

SCCAI_notur

Urgéncia evacuatéria
(0) Nenhuma
(1) Presente
(2) Urgéncia
(3) Incontinéncia

SCCAI _urg

Presenca de sangue nas fezes
(0) Nenhuma
(1) Tragos
(2) Ocasionais (< 50% das evacuacgdes)
(3) Frequentes (>50% das evacuagodes)

SCCAI_sg

Percepcéo de bem estar
(0) Boa
(1) Ligeiramente abaixo do normal
(2) Ruim
(3) Muito ruim
(4) Péssimo

SCCAIl _eg

Manifestagdes extra intestinais (1 ponto para cada manifestagéo)
Artrite
Uveite
Eritema nodoso
Pioderma gangrenoso

SCCAI_numman

Total da pontuacéao

SCCAI_total
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ANEXO D - Instrumento para coleta de exames laboratoriais
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ANEXO E - Instrumento para coleta do grupo controle

Analise da Permeabilidade Intestinal Através de Biomarcador Sérico e
sua Correlagao com Escores de Atividade Clinica e Proteina C Reativa

em Pacientes com Doenc¢a Inflamatéria Intestinal
GRUPO CONTROLE

Dados de identificagao e contato

Nome: nome
Numero do prontuario: num_ pront
Data da avaliacao: / / data_aval
Data de nascimento: / / data_nasc
Telefone residencial: () tel_resid
Telefone celular: () tel_celular
Grupo controle

1.Incluido no estudo? incluido
*Maior e igual a 18 anos - .

*TCLE asginado (0) Nao (1) Sim

*Auséncia de critérios de exclusao

Critérios de exclusao

- Diagndstico de doenca inflamatdria intestinal

- Impossibilidade de compreender o termo de consentimento livre e

esclarecido

- Internagdes hospitalares recentes (< 30 dias) por qualquer razao

- Doenca infecciosa aguda nos ultimos 7 dias

- Diagndstico prévio ou em tratamento para neoplasias malignas

- Portador de outra doenca inflamatéria crénica, por exemplo: lUpus

eritematoso sistémico, artrite reumatoide, espondilite anquilosante,

doencas respiratérias (asma ou doenca pulmonar obstrutiva crénica),

psoriase.

2. [dade completa em anos: idade_cont
3. Sexo (0) Masculino (1) Feminino Sexo_gc
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ANEXO F — Artigo submetido a revista Arquivos de Gastroenterologia

=Y

LY e IS R T 5

10
11
12
13
14
15
16
17
18
13
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
4z
43

Research Article

Factors associated with circulating zonulin in inflammatory bowel
disease

Fatores associados com os niveis sericos de zonulina na doenca

inflamartoria intestinal

Lz Augusto Cardoso Lacombe'?, Camila Matiollo™*, Julia Salvan da Fosa Felisberto®,
Mariano Felisberto®, Eduardo Monguilhott Dalmarco®, Leonardo de Lucca Schiavon'-

1. Department of Internal Medicine, Division of Gastroenterology, Federal
Unmiversity of Santa Catarina

2. Postgraduation program in Medical Sciences, Federal Umiversity of Samta
Catarma

3. Department of Clinical Analysis, Federal Umversity of Santa Catarina

4. Postgraduation program in Pharmacy, Federal University of Santa Catarina

*Correspondence: luiz lacombe@hotmail com: Phone Number: +35-48-996021109
(LACL)

*Conflicts of Interest The authors declare no conflicts of interest.

92



45
46
a7
48
49
50
31
52
33
>4
35
i
57
5B
59
a0
61
62
63

B3
<1
a7
B8
a9
70
7l
72
73
4
75
TG
77
T8
79
&0
81
82
&3

85
86
&7
88
89
a0
g1
a2

ABSTRACT

Backzround: Inflammatory bowel disease (IBD) cowmpnses the spectrum between Crobn's
disease (CD) and uleerative colins (UC), a condihon whose prevalence in countnes such as Brazl
has mereased mipmfcantly in recent years. Changes m the mtestinal epithelizl bamer fimehon
and, consequently, an merease in mtestingl permezblity, have been sugpested as mmportant factors
i the pathogenesis of different autoummume condifions, including IBD. Therefore, there 15 2 nead
for a practical tool to assess gut bamer integnty in these pafients.

Objectives: To study factors associated with serum zomulm levels, a marker of infestinal
permeabality, in patients with IBD.

Mlethods: This was a cross-sectional observationzl study that mehuded 117 patients with IBD and
32 healthy controls. Dhsease activity was assessed by the Simple Chimecal Colitis Activity Index
{(SCCAT) in UC and by the Havey-Bradshaw Index (HBI) i CD subjects. Zonulin levels were
measured by ELISA and mflanomatory cytokanes by Cytometric Bead Anay, using commoercially
available k=

Eezultz: The mean age of IBD panents was 44.0 = 159 years, §6.7% were famals, 57 subjects
were diagnosed with CD and 80 with UC. At evaluation, chnieal remmi=sion was observed m 56.7%
of CD) pahents and 1n 59 2% of UC subjects. Mo dufferences were observed n zonubm levels when
companng IBD patients with the confrol zroup (9528 ng'ml vs. 9661 ng'ml. p= 0573} and
when companng patients with CD to those with UC (7968 ngml v=. 106,10 nz'ml., p=088T).
Ameong IBD group, zonubn concentrabions were gher among females, comelated posibvely with
body mass index (BMI) and age; and negatrvely with hemoslobin and hematocnt. In patents with
UC, zonubin correlated negatrvely with hemoglobin, hematornt, and alburmin; and positrvely with
BMI and 5CCAI Ameong CD patients, zonubn was positvely comrelated with age and BMI, but
not with HBI. Mo comrelations were observed between zomulin and cirenlating cytokanes m IBD
patients,

Conclusions: n this cohort mostly compnsed of patents m chmical remwssion, semom zomulin
levels were not igher n patients with [BD than healthy controls, and comelated with vanables
not linked to baselme dizease, such as sex, age and BMI. However, zomulin comelated wath
climical and laboratory parameters of disease seventy and activity among subjects with UC, but
not among patents with CD). These findings indicate a potential role for zomulin a5 2 biomarker
m IBD, parficularly m UC.

Eesywords: mflammatory bowel dizease; infesimal permeabiity; zomlin: inflamwnatery
cytokines; disease actrvity.
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RESUMOD

Introducic: A doenga mflamatona mtestinal (DI} compreende o espectro enfre a doenga de
Crohn (D) & 2 colite uleeratrva (UC), condicdo esta owja prevaléncia em paises como o Brasil
vem ammentando sigmficatrramente nos Wlamos anos. Alteractes na fungio da barrewra eprtelial
intestinzl e, consequentemente, um aumento da pemmeabilidade mtestinal, tém zide sugendes
como fatores mmportantes envolvidos na patogenese de diferentes condigtes autommmes, dentre
elas, a DIl Desta forma, exniste a necessidade dewma ferramenta prafica para avabar 2 integridade
da barreira epitelial mieshinal nestes paclentes.

Objetivos: Estudar o5 fatores associados com os nivels séricos de zombne, um marcador da
permeabilidade intestimal | em pacientes com DIL

Mletodos: Estudo observacional transversal que meluu 117 pacientes com DI e 32 mdividuos
que compuseram o gupo confrole. A atividade da doenga fou avaliada pelo Simple Clindical
Colitis Activity Index (SCCAT) na UC e pelo mdice de Harvey-Bradshaw (IHB') em pacientes com
DC. Os nivess de zoouling foram quantficados per ELISA e o5 nivels das ertorinas inflamatonas
pelo Cytometric Bead Array, uvhhizando kits comercialmente disponivens.

Rezultados: A média de 1dade dos pactentes com DIT foa de 440 = 159 anos, 66, 7% eram do
sexo feraming, 57 pacientes eram portadores de D & 60 pacientes emm portadores de UC. No
momento da avahagio climeo-laboratonal, 56,7% dos pacientes com DC encontravam-se em
remmssao climea e, denfre os pacientes com UC, 59 2% deles assim se enconfravam. MNao foram
observadas diferencas nos nivels sencos de zonuhna entre pactenfes com DII & grupo controle
(95,28 np'm v= 96,61 pg'ml; p=0,573), assim como enfre pacientes com DI & pacientes com
UC (79,68 ng'ml. vs. 106,10 ng/ml., p= 0,887). Denfre os pacientes com DII, as concentragoes
de zomulma foram mais elevadas no sexo fermmmne e comelzconaram-se positivaments com
mmdice de massa corporal (IMC) e com 2 1dade, comelacionando-se negatrramente com o5 nivels
de hemoglobma e hematoento. Nos pacientes com UC, as concentragdes de zonulina
comelacionaam-se negativamente com os parametros hemoglobina, hematocnito e albumina e,
posifivamente, com o IMC e com o SCCAIL Denfre os pacientes com DC, a zomilina sarica
comrelacionou-se positivamente com 2 idade e com o IMC, mas nio com o IHB. Nao foram
obsarvadas comrelagdes entre o5 nivers de zonulina e a5 citorimas corculantes nos pacientes com
DI

Conclusges: Nesta coorte constihuda majorifaniamente por paclentes em remissac climea, os
mwvels sercos de zoouling ndo se mostraram aumentados em pacientes com DIT em melagdo a
mdividnes controles e comrelacionaram-se com vanavels ndc relacionadas a doenga debase, como
com o sexo, com a 1dade e com o IMC. No entanto, oz nivels séricos de zopulng correlacionzran-
se com parametros climeos e laboratonais de gravidade e atinidade da doenga dentre os pacientes
com UC, mas ndo dentre os pacientes com DC. Estes achados mdicam um potencial papel da
zonulmna sérca como um memarcader na DI ponnerpalmente na TIC.

Palavras-chave: doenga inflamatona infestinal; permeabilidade miestinal; zomaling; citocinas
inflamatonas; atividade da doenga.
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INTRODUCTION

Inflammatory bowel disease (IBD) comprises the spectnum between ulcerative
coliis (UUC) and Crohm's disease (CDY). Both are immmme-mediated condifions
characterized by chronic intestinal inflammation. being associated with greater morbidity
and mortality and high costs to the health system (1) The pathophysiclogy of IBD is not
vet fully understood. but genetic, environmental and mfrinsic factors related to the
mdividual with this condition contribute to the development of intestinal inflammation.
Changes in the intestinal epithelial bamer fimetion and. consequently, an merease m
mtestinal permeability, have been suggested as important factors in the pathogenesis of
different autoimmume conditions, including IBD (2, 3).

The mtestinal epithelial barrier separates the external microenvirenment from the
deeper layers of the host's mucosa. Thus, the intestinal lumen, which is located close to
the apical remon of epithelial cells and contams a varety of macromolecules, bacterial
compounds and antibodies, remains isolated from more mternal regions of the organism
such as the lamina propria. For this to oceur, it 1s necessary the integrity of the epithelial
barmer, a property acquired through cell adhesion that 1s present through the junctional
complex. composed of the structures tight junctions. adherens junctions and desmosomes.
These protein structures have dynamic properties and influence the ability of the intestinal
epitheliim to contrel the passage of substrates through the paracellular pathway, being
responsible, mn part. for the intestinal permeability (4. 5).

Zemulin 15 3 47-kDa melecular weight protein descnibed by Wang et al. which has
the ability to increase intestinal permeability. Its identification was described by studies
that mvestigated the pathophysiclogy of Fibrie cholerae. and identified a secondary
enterotoxin, called zomala occludens toxin (Zot) and its endogenons homologous, then
called zomulin (6). The mechamism by which zomulin would modulate ntestinal
permeability, increasing it, was proposed by Fasano et al. This group proposed that
zonulin would bind to the epidermal growth factor receptor (EGEER), activating it; also,
zonulin would have the ability to activate this receptor through binding to the protease-
activated receptor type 2 (PARZ) (2). The activation of these receptors would culminate
n an intracellular signaling process that results in a decrease in the interaction between
proteins in tight junctions and in an mcrease in intestinal permeability.

A better understanding of the role of intestinal permeability m IBD 15 needed. The
mvestigation of a potential biomarker related to increased intestinal permeability and its
relationship with clinical activity and with well-established circulating inflammatory
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markers, such as Creactive proten and cytokines, may bring new evidence about the
pathophiysiclogy of IBD. To date, there are few studies that have consistently evaluated
zonulin concentrations m patients with IBD. The role and relevance of the assessment of
zonulin concenirafions in the management and follow-up of these patients 15 also not well
established

The ams of this study were to study semum zomilin concentrations in patients with
IBD amd its correlation with clinical indices of disease activity and circulating
mflammatory markers, to compare the senm concenfration of zomilin between patients
with IBD and a control group and to compare the semum zomlin concentration according
to the IBD phenotype and alse regarding the demographic and clinical charactenistics of
IBD.

METHODS
Ethical Considerations

This study is in accordance with the resclution of the National Health Council Mo,
196 of 10/10/1996. The protocols for this study were approved by the Ethics and Fesearch
with Human Beings Comnuttee of the Federal University of Santa Catarina (CEPSH-
UFSC) and are registered under the mumber 2.308.470. The wrtten mformed consent
form was read and signed by all patients.

Patients

This was a cross-sectional observational study that ncluded 117 patients (= 18
vears of age) with IBD who were under regular follow-up at the Inflalmmatory Bowel
Disease Chitpatient Clinic of the University Hospital of the Federal University of Santa
Catanna, Brazl. All patients were under regular follow-up and had the diagnosis of IBD
established through the combination of clindeal, laboratory, radiclogical, endoscopic and
histelogical findings. Patients in the following situations were excluded: hospitalization
not related to IBD in the last 30 days, infections i the last 7 days, previous or current
diagnosis of malignant neoplasms, and refusal or inability of the patient to understand the
nformed consent.

Thirty-two sex- and age-matched healthy subjects served as a comfrol group.
Exclusion eriteria for the control group were: hospitalization in the last 30 days, infections
n the last 7 days, diagnosis of any major chromic disease, previous diagnosis of any
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chronic mflammatory disease, previous or current diagnosis of malignant neoplasms, and
refusal or mnability of the patient to understand the informed consent.

Methods
Climcal and demographic vanables

The vaniables age, sex. comorbidities, subtype of mflammatory bowel disease (CD
or UC), time since diagmosis, cwrrent therapy, current or previcus smoeking, previcus
hospital admissions and surgical history related to IBD), location, and behavior of the IBD
were collected Each patient also underwent physical examination to obtain vanables
such as weight, height, body mass index (BMI), blood pressure, heart rate, adllary
temperature, and abdominal physical examination. Clinical scores to assess disease
activity were then applied to all patients. The Simple Clinical Colitis Activity Index
{SCCAIL} was applied for those diagneosed with UC and the Harvey-Bradshaw Index
(HBI) for those diagnosed with CD (7, 8). Patients were classified as being in clinical
remussion when SCCAT was = 2 for UC or when THB was = 4 for CD (9, 10).
Eoutine laboratory tests

All subjects underwent peripheral blood collechon to perform the roufine
laboratory tests (blood count asparfate amunotransferase. alanine aminotransferase
gamma glutamyltransferase, alkaline phosphatase and albumun). Creactive protein
(CEP) levels were measured by the automatic analyzer Dimension BxI Max® (Siemens),
with an analytical sensitivity of 0.5 mg/dl.
Lomulin levels

The tests were performed in senim samples collected after clinical evaluation and
stored at -80 °C. Serum zonulin levels were measured by sandwich ETISA using a
commercially available assay (Human Zonulin ELISA Kit - Elabscience®) on samples
collected in comjunction with the routine laboratory tests.
Circulating cytokine measurements

The gquantitative determination of cireulating cytokines mm the serum was
performed using a Cytometric Bead Array (CBA) kit (BD Biosciences™; San Diego, CA).
The fluorescence produced by the CBA beads was measured on a FASCSVerse Flow
Cytometer (BD FACSVerseTM, San Jose, CA, USA) and analyzed using Software FCAP
Array 3.0 (BD Biosciences). The minimmm detection values were 18.9 pg/ml. for IT.-
17A, 45 pg/mL for IL-10, 2.4 pg/mL for IL-§, 4.9 pg/ml for IL-4, 2.6 pg/ml for IL-2,
3.8 pg/ml for THF, and 3.7 pg/mL for IFN-y.
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Statistical Analyses

Nommality of the varable dismbution was determined using the Kolmogorov-
Smimov test. The comelation between the mumerical vanables was evaluated using
Spearman’s correlation coefficient. Continuous variables were compared using Student's
t-test m the case of a normal dismbution or if not usng the Man-Whimey test.
Categoncal variables were evaluated by the chi-square test or Fisher's exact test, as
appropriate. All tests were performed using SPSS software, version 17.0 (PS5, Chicago,
I, USA). A P value of less than (.05 was considered stahistically significant.

RESULTS
Characteristics of included patients and Zonulin levels in study groups

The main characteristics of the patients included in the study are depicted in Table
1. In patients with CD, the most commeon location of involvement was the terminal ileum
(33%:). The most frequent pattem or phenotype of the disease was inflammatory, observed
m 45% of patients. When evaluating the presence or not of clinical activity through the
HEI, more than half of the patients (36.7%) with CD were in clinical remassion, defined
as HBI =4,

Begarding UC. the most commen pattern of mvolvement was pancolifis or
extensive colitis (37.1%). As for the assessment of disease activity in patients with UC,
T7.2% of them were in clinical remission (= 3 daily evacuations and absence of blood m
the stool); when the SCCAT acfivity score was applied, 59.2% of the patients were m
clinical remission.

There were no sigmficant differences m median zonulin levels when comparing
IBED patients with the confrol group (95.28 ng/ml . vr. 96.61 ng/ml p=0.573) (Figure 1).

Sernm Zonulin Concentration in all patients with IBD

In patients with IBD. zonulin levels were significantly higher among females
when compared to males (126.05 ng/ml vs. 46.65 ng/ml, p= 0.001). No differences were
observed when comparing patients with CD to those with UC (7968 ng/ml vs. 106.10
ngml. p=0.887). Likewise, no differences were noted for zomulin levels according to
history of IBD-related previous surgical procedures (66.62 ng'ml vs. 106.95 ng/ml., p=
0.118) or hospitalizations {20.03 ng/mL vs. 97.63 ng/ml, p=0.814).

Spearmsn  correlation analysis was performed between senum  zomulin
concentrations and demographic, clinical, and laboratory variables (Table 2). In the IBD
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group as a whole, zomulin was positively correlated with age (r= 0.184; p= 0.047) and
BMI (r:=0.573; p= 0.001). On the other hand, a weak negative correlation was observed
between zonulin and hemoglobin (r;=-0.254; p=0.006) and hematocrt (0.252; p= 0.006).
No cormrelations were observed between zomilin and circulating cytokines.

Serum Zonulin Concentration in patients with T7C

Fegarding the 57 patients with UC, serum zonulin presented a weak negative
correlation with hemoglobin (r.= -0.289; p= 0.029), hematocrit (1= -029%; p= 0.024),
and albumin values (r;=-0.344; p=0.009) (Table ). Conversely. zomlin levels positively
correlated with BMI (1= 0.412; p= 0.002), CEP (r,= 0.299; p= 0.024), and with the
SCCAT climiecal activity index (= 0.271; p= 0.041). No comelations were observed
between zonulin and circulating cytokines m TUC patients.

Serum Zonulin Concentration in patients with CD

Among the 60 patients diagnosed with CD, significant positive correlations were
observed between zomulin and age (.= 0.349; p=0.008) and BMI (r.= 0.679; p= 0.001)
(Table 2). No significant correlations were observed between zonulin and other studied
variables, mcluding HBI and circulating eyvtokines.

DISCUSSION

The burden of mflammatory bowel disease is increasing globally and there is a
great need for new tools to help manage these patients. Increased intestinal permeability
15 an important event in several chromic inflammatery conditions, and 15 thought to play
a major role in IBD. Therefore, finding a simple nomnvasive test to evaluate gut
permeability might contribute for a better understanding of the disease and lead to an
mprovement in clinical management.

In the present study we evaluated semmm zonulin levels, a marker of mtestinal
permeability, in 117 patients with IBD followed at our cutpatient clinie. Among patients
with CD), we observed that the most frequently affected location was the terminal ilewm
(L1}, with 33%% of cases. In turm, when the behavior of the disease was evaluated, the most
prevalent was inflammatery (B1). which was observed in 45% of cases. More than half
of the patients with CD (56.6%) were m clinical renussion of the disease, demonstrating
an THB score < 4 points. Through these charactenistics, we concluded that our sample of
patients with CD consisted mainly of patients with a less severe disease and with a lesser
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extent of the disease, resulting in a lower score in the disease activity score. On the other
hand. when considening the diagnosis of UC, the pattern of mwolvement most commonly
found m this senes was pancolitis (E3), a finding compatible with the profile of patients
who are expected to be followed up In a tertiary medical center (11).

In the present study. no differences in zonulin levels were observed when IBD
patients were compared to controls, and when UC patients were compared to CD. In a
recent study, Caviglia et al. evaluated 118 IBD patients and observed similar zomulin
levels when comparmg UC and CD (12). However, confrary to what we observe here,
the Italian study significantly higher zonulin levels were observed in IBD subjects when
compared to healthy controls (12). This difference can be explamed by the distinct
profiles of the cohorts evaluated in both studies. Here, more than half of patients were in
remission in contrast with only 20% in the Italian cohort.

When evaluating the IBD group as a whole, a moderate positive comelation was
observed between serum zonulin and BMI. A previous study evaluating one hnndred and
twenty-three Cancasian men without IBD demenstrated that zomulin levels merease in
parallel with BMI, waist'hip ratio (an important marker of visceral adiposity and msulin
resistance), fasting msulm concentrations, mglycendes, wne acid, and IL-6
concentrations. On the other hand  zomulin concentrations were negatively correlated with
HDL-cholesterol concentrations and with msulin sensitivity (13). Obesify, per se, seems
to influence mtestmal permeability — some stidies m ammal models have already
demonstrated that a high saturated fat diet results in changes in the intestinal micrebiota
and in an increase in mtestinal permeability (14). This increase in mtestinal permeability,
m fum contributes to the mstallation of a low-grade inflammatery state and insulin
rezistance (13).

Zonulin levels were also positively correlated with age in IBD patients. This
finding is similar to a study incloding 37 healthy subjects where zomulin levels were 22%
higher among older adults as compared to young ones (16). Although the data is limited
these findings may indicate intestinal permeability may contribute, at least partially, to
age-related increases in chronic mflammation and associated disorders.

When UC patients were evaluated separately, zonulin concentrations correlated
with vanables classically associated with disease seventy and activity, such as SCCAI
score, CEP. albumin, hemoglobin, and hematoerit concentrations. Such associafions were
not observed among patients with CD, as no significant correlations were observed
between zonulin and variables related to IBD seventy, including THB. This result can be
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attributed to the charactenistics of owr patients with UC; the most common pattem of
mvoelvement was pancelifis (E3), representing a more extensive and severe disease and
consequently, more symptomatic. On the other hand. CD is charactenized by greater
heterogeneity and. in general, smaller segments of the gastrointestinal tract are affected
possibly with less mmpact on intestinal permeabality. There are few studies evaluating the
relationship between circulating zonulin levels and clinical activity in IBD. Caviglia et
al. foumd no correlation between zomulin levels and clinical activity index (12). However,
results were not reported separately for UC and CD. On the other hand a mere recent
study from the same group found that serum zomnlin levels were higher among TBD
patients in active phase, although agam the results were not evaluated according to
disease phenotypes (17).

In conchosion m this cohort mostly comprised of patients in clinical remission or
with well-controlled IBD). zomulin levels were asseciated with vanables not related to the
baseline disease such as sex and BMI. Zonulin alse correlated with climical and laboratory
parameters of disease severity and activity among subjects with UC, but net in CD.
Nonetheless, zonulin was not correlated with circulating eytokines. These findings
mdicate a potential role for zonulin as a biemarker in IBD, particularly in UC. However,
the practical utility of this tool may be limited by the interference of factors unrelated to
the underlying diseass.
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Table 1 - Charactenistics of included patients

104

“Wariable Patients
@=11T)
Age (years), mean = 5D HO=159
“Famale n (%) 78 (66.7)
Diagness, (%)
Ulcerative Colitis 57(48.T)
Crohn’s Diseass 60 (31.3)
Time since diagnosis (years), median 7.0
Comorbidities
Systemic arterial hyperenzion. o (%a) 17(23.1)
Dryelipidemia, n(*3) 12124
Depressiom. o {(%a) 14120
Bone metbolizm dizeass, n (%) 12 (10.3)
Diiabetes, 1 (%4) 10085
Primary sclerosing cholangitis, n (Ya) 318
Active aloohol consuption, o (Ya) 36 (30.8)
Current smoking, n (%4a) 43
Previons smoking n (%) 46 (38.3)
Previous surgery, o (%a) 19 (16.7)
BML mean = 5D 26.7=56
Laboratory evalation
Hemoglobin (mg/dl), medisn 13.1
Hamatdcrito (%), median 9.6
CEF (mg'dl), median 32
Albumin (g/dl}, medisn £33
ZFonulin (nz'ml), median 95.28
TKF (pgml), madian 6.17
IFN-y (pg/ml), median 14.53
I-17A (pzml), median 26.38
I-10 (pgml}, median T4
-5 (pg/'ml), medizn 7.70
-4 (pg/'ml), medisn 15.74
-2 (pg/'ml), medisn 10.32

50, standard deviation. BMI body mass indesc CEP, C-reactve protein; TWF. tumar necresis factor; IFN-y,
imterferon; IL-17A, interlaukin 174; IL-10, interieukdn 10; IL-6, interleukin §; IL-4, intereokin 4; IL.-2, interlekin 2.



484  Table 2 - Comelation between sernum zomilin concentration and the vanables age. body

485
486

457
488
488

430
491
492
493
494
495
496
457
498
495
500
501
502
503
504
505
506
507
08
05
310
511

mass index, and laboratory parameters in patients with inflammatory bowel disease.

Variable ED Uc D

I r I P I P
Aze 0184 0.047 0,003 0.081 0340 0.006
BMI 0.573 = 0.001 0.412 0.002 0.679 1,001
Hemoglobin 0254 0.006 -0.289 0.020 0223 0.087
Hematocrit 0252 0.006 -0.299 0.024 -0.227 0.081
CEP 0.142 0.126 0.209 0.024 0.016 0.003
Albumin 0170 0.054 0344 0.009 -0.042 0.750
THF 0,084 0,374 0,001 0,004 0,164 0216
PNy 0,042 0,657 0.016 0,903 -0,075 0,573
IL-174 0.155 0,100 0,185 0153 0,114 0,391
IL-10 0,066 0,486 0,032 0,516 -0,102 0443
IL-6 0.047 0,617 0.160 0245 -0,045 0,738
L4 0,116 0,218 0,045 0738 -0,121 0.360
IL-2 0,116 0,220 -0,061 0,658 -0,169 0,200
SCCAI - - 0271 0.041 - -
HEI - - - - 0.108 0412

THD, mfammarory bowel diseass; UC, uwicerative colins; CD. Crohn's disease; BML body mass indew; SCCAT Simple
Clinical Colirs Acerviny Inger; HBIL Harvey-Brmdshaw mdew; CEP, C-reactive protein: THF, Tumar Mecrosis Faotor

alpha; IFN, interferon; 1L, imterleukin; SCCAL Simple Clinical Colitis dctivity Inder; HEL Harvey-Bradshaw mdex.
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512 FIGURE

513

514 Fig. 1 - Companson of serum zomulin levels according to study groups. No differences
515  were observed when companng conirol group with Crehn’s disease patients (p= 0.749)
16  andwith uleerafive coliis group (p=0.478). Likewise, zomulin levels were similar in both
517  groups with IBD {(p= 0.887).
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