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Resumo: A calprotectina (SI00A8/A9) constitui aproximadamente 60% do contetido proteico cito-
solico dos neutrdfilos e serve como marcador de ativagdo e migracao leucocitaria, fornecendo in-
formagdes valiosas sobre a intensidade e o padrao da inflamagao. Este estudo teve como objetivo
avaliar a expressao tecidual e a quantificacdo da calprotectina em amostras anorretais de pacientes
com doenga inflamatdria intestinal (DII) utilizando imunoquimioluminescéncia e imu-
no-histoquimica. Anticorpos anti-calprotectina foram conjugados com éster de acridina para de-
teccdo quimioluminescente e aplicados aos extratos teciduais. Paralelamente, realizou-se imu-
no-histoquimica indireta em se¢des anorretais incluidas em parafina de pacientes com doenga de
Crohn e retocolite ulcerativa, bem como de controles ndo portadores de DII. Analises quantitativas
e semiquantitativas foram comparadas entre os grupos. Os niveis de calprotectina foram significa-
tivamente elevados nos tecidos de pacientes com DII em comparagao aos controles (p < 0,05) em
ambos os métodos de detecgdo. O ensaio quimioluminescente demonstrou maior sensibilidade
analitica, permitindo a quantificagdo mesmo em amostras com inflamagdo histoldgica leve. O
aumento da calprotectina tecidual reflete maior infiltragdo e ativagdo de neutrofilos na mucosa
intestinal, corroborando seu papel como biomarcador local da atividade inflamatdria na DIL

Palavras-chave: Doenga inflamatéria intestinal; Calprotectina; Imunoensaio Quimioluminescente;
Doenga de Crohn; Retocolite Ulcerativa.

1. Introducao

As doengas inflamatorias intestinais (DII), que incluem a doenga de Crohn (DC) e a
retocolite ulcerativa (RCU), sdo distirbios crénicos e multifatoriais caracterizados por
episddios recorrentes de inflamagao que afetam o trato gastrointestinal [1]. Embora a
incidéncia, a distribui¢do anatomica, a apresentacdo clinica, a progressdo e a resposta
terapéutica possam diferir, tanto a DC quanto a RCU compartilham mecanismos etio-
patogénicos semelhantes [2, 3]. Estudos experimentais e clinicos sugerem que esses dis-
tarbios resultam da influéncia combinada de fatores ambientais, imunoldgicos, microbi-
ologicos e genéticos, que comprometem a integridade da barreira mucosa intestinal [4]. A
migragao trans-epitelial de bactérias intestinais ativa o sistema imunoldgico inato, de-
sencadeando a cascata inflamatoria [5, 6].

Como nao existem caracteristicas patognomonicas que distingam claramente a DC
da RCU, de outras formas de enterocolite ou da sindrome do intestino irritavel, o diag-
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nostico € baseado em uma avaliagdo integrada de dados clinicos, histérico da doenga,
distribui¢do das lesdes e achados complementares de exames de imagem, laboratoriais,
endoscopicos e histopatoldgicos [7, 8]. A mucosa intestinal inflamada contém abundantes
neutrdfilos e proteinas derivadas dessas células, incluindo alfa-1-antitripsina, elastase,
calprotectina e lactoferrina. A calprotectina, uma proteina da familia 5100 que se liga ao
calcio e ao zinco, representa aproximadamente 60% do conteudo proteico citosolico dos
neutrdfilos e desempenha fungdes tanto imunorregulatorias quanto antimicrobianas [9].
Niveis elevados de calprotectina nas DII resultam do aumento da infiltracdo de neutrd-
filos na mucosa intestinal e da transmigracdo para o limen intestinal. Outras proteinas
derivadas de neutrofilos, como elastase, mieloperoxidase e lisozima, também tém sido
investigadas como potenciais marcadores de inflamacao gastrointestinal. No entanto, a
calprotectina apresenta vantagem sobre essas moléculas devido a sua abundancia no ci-
tosol dos neutrofilos [9].

Concentragoes de calprotectina em DII ativa foram relatadas variando de 200 mg/kg
a 20.000 mg/kg, reforcando a hipé6tese de que seu aumento reflete a migragao de neutré-
filos da mucosa inflamada para o limen intestinal [10, 11]. Ensaios de imunoquimiolu-
minescéncia baseiam-se na deteccdo de emissoes de luz geradas pela reagao entre um
antigeno e um anticorpo marcado com um composto quimioluminescente, como o éster
de acridina. Este método proporciona maior sensibilidade analitica do que ensaios es-
pectrofotométricos ou colorimétricos, permitindo a detec¢do na faixa de femtomoles a
attomoles (10715 a 1078 mol) com alta estabilidade [12, 13].

Estudos prévios do nosso laboratério demonstraram que biomoléculas marcadas
com ésteres de acridina podem detectar diferentes antigenos de forma especifica e quan-
titativa, com sensibilidade superior em comparagao com métodos histoquimicos tradi-
cionais [14-16]. Embora os niveis fecais e séricos de calprotectina sejam amplamente uti-
lizados para monitorar a inflamacao intestinal, essas medigoes refletem principalmente a
atividade inflamatdria luminal ou sistémica, e ndo a resposta mucosa local. A avaliacdo
direta da expressao de calprotectina em tecido intestinal pode fornecer informagoes mais
precisas sobre a distribuicdo espacial e a intensidade da inflamagdo em nivel celular.
Além disso, a detecgao em tecido permite a avaliagdo de padrdes histopatoldgicos em
paralelo com a quantificagio do biomarcador, oferecendo vantagens potenciais para
pesquisa e padronizacao diagnostica [19-20]. Considerando o niimero limitado de estu-
dos que exploram a calprotectina tecidual utilizando métodos analiticos altamente sen-
siveis, nosso estudo teve como objetivo investigar a expressao e a quantificacdo da cal-
protectina (S100A8/A9) em tecidos anorretais de pacientes com doenca de Crohn e reto-
colite ulcerativa, combinando imunoquimioluminescéncia e imuno-histoquimica.

2. Métodos
2.1 Sele¢ao dos Casos

Amostras de tecido anorretal foram obtidas por bidpsia (Pinca de Bidpsia Professor
Medina, 3 mm) de 39 pacientes com diagndstico confirmado de doenga de Crohn (DC; n=
9) ou retocolite ulcerativa (RCU; n = 30), todos em acompanhamento regular no Ambu-
latorio de Proctologia do Hospital Bardo de Lucena, Pernambuco, Brasil. Como controles
(n = 6), foram utilizadas amostras de tecido anorretal de doadores cadavéricos com in-
tervalo pos-morte inferior a 24 horas. Para minimizar a degradagao proteica nas amostras
de controle, os tecidos foram coletados durante autdpsias de rotina, imediatamente fi-
xados em formalina tamponada a 10% e processados nas mesmas condicoes e prazos
laboratoriais das amostras de pacientes.

Os critérios de inclusdo compreenderam diagndstico confirmado de DC ou RCU,
estabelecido por critérios clinicos, radiologicos, endoscdpicos e histopatoldgicos combi-
nados. Os critérios de exclusao incluiram colite indeterminada ou intervengao cirurgica
recente por distirbios gastrointestinais. Varidveis sociodemograficas e clinicas (idade,
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sexo, localizacdo da lesdo, histérico de cancer e doencas associadas) foram coletadas por
meio de questiondrios estruturados.

2.2 Conjugagio Anti-Calprotectina com Ester de Acridinio

A conjugacdo do éster de acridinio (EA) aos anticorpos monoclonais an-
ti-calprotectina (S100A8/A9, clone MRP8/14, BMA Biomedicals, Suiga) foi realizada uti-
lizando o Kit de Marcacdo com Ester de Acridinio (Enzo Life Sciences, Catalogo n®
ADI-907-001). Uma mistura de 100 uL de anticorpo e 1 uL da solugao de EA foi incubada
por 1 h a 25 °C. O conjugado (anti-calprotectina-EA) foi purificado por cromatografia de
exclusao molecular usando uma coluna Sephadex G-25 (10 x 1 cm) pré-equilibrada com
PBS (pH 7,2). Quinze fragdes de 1 mL foram coletadas durante a eluicao, e o teor proteico
foi determinado por densidade dptica a 280 nm usando espectrofotometro Ultrospec 2100
Pro (Amersham Biosciences).

2.3 Medidas por Imunoquimioluminescéncia

Para a analise quimioluminescente, fragmentos de tecido (0,3x0,3x8x10* cm) foram
incubados com 100 pL do conjugado anti-calprotectina-EA por 2 h a 4 °C, e em seguida
lavados com PBS. As amostras foram transferidas para tubos de polipropileno de 1,5 mL
contendo 100 pL de PBS. A quimioluminescéncia foi medida utilizando um luminémetro
Turner BioSystems (mddulo de tubo tinico 9200-001). Para iniciar a reagao, 50 uL de H,O;
0,5% + HNOs 0,1 N (Trigger A) foram adicionados a 50 uL da amostra, seguidos por 50
uL de NaOH 0,25 N (Trigger B) para induzir alcalinizacao. A emissao de luz foi quanti-
ficada em Unidades Relativas de Luz (RLU), com tempo de contagem de 5 s por amostra.

2.4 Estudo de Imuno-histoquimica

As amostras de tecido foram seccionadas em triplicata e submetidas a coloragdo
imunoindireta usando anticorpos monoclonais anti-calprotectina (S100A8/A9; BMA
Biomedicals). A recuperagdo de antigeno foi realizada em tampao citrato 100 mM (pH
6,0) por 2 min ap6s fervura em panela de pressdo. As se¢des foram resfriadas a 35 °C e
incubadas com perdxido de hidrogénio a 3% por 30 min a temperatura ambiente para
bloquear peroxidase endégena. As amostras foram entao incubadas com anticorpos an-
ti-calprotectina (diluigao 1:200) por 2 h a 37 °C. A deteccao foi realizada utilizando o sis-
tema Reveal Polyvalent Free-Biotin DAB (Biogen). PBS (100 mM, pH 7,2, com 150 mM
NaCl) foi usado para todas as etapas de lavagem. Para controles negativos, o anticorpo
primario foi substituido por PBS. As laminas imuno-histoquimicas foram analisadas in-
dependentemente por dois patologistas cegos para minimizar viés do observador. Di-
vergéncias foram resolvidas por consenso. A concordancia entre observadores foi avali-
ada pelo coeficiente k de Cohen, que apresentou valor de 0,70, indicando concordancia
substancial.

2.5 Analise Histomorfométrica Digital

Para analise quantitativa, trés campos microscopicos representativos foram seleci-
onados por amostra. Imagens com ampliacao de 400x foram capturadas usando camera
de video Samsung CCBBW-410 acoplada a microscépio Olympus BH-2 e analisadas com
o software MOTIC Image Plus 2.0. A analise histomorfométrica foi realizada utilizando o
software GIMP 2.8.18 (GNU Image Manipulation Program). Areas positivas para cal-
protectina foram quantificadas em pixels por campo (drea total do campo = 12.234 um?).

2.6 Analise Estatistica

Os dados obtidos pelo ensaio de imunoquimioluminescéncia foram expressos como
média + desvio padrdo e analisados usando OriginPro 8.0 SR4 (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, EUA). Os dados de imuno-histoquimica foram analisados com
GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, EUA). A normalidade dos dados foi avaliada
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pelo teste de Shapiro-Wilk. Devido ao tamanho reduzido de alguns subgrupos, analises
nao paramétricas foram priorizadas quando a normalidade nao pode ser confirmada.
Comparagdes entre grupos foram realizadas utilizando ANOVA one-way seguida do
teste post hoc de Tukey para dados paramétricos, e Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn para dados ndo paramétricos. Quando aplicavel, a correlacdo de postos de Spear-
man foi utilizada para avaliar associagdes entre os niveis de calprotectina e variaveis cli-
nicopatoldgicas. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em p < 0,05.

3. Resultados

A populacao do estudo consistiu em trés grupos: doenca de Crohn (DC, n = 9), re-
tocolite ulcerativa (RCU, n = 30) e controles (n = 6). As idades médias foram de 39 + 7 anos
para DC e 44 + 8 anos para RCU. Observou-se predominio feminino em ambos os grupos
(55% em DC e 75% em RCU). Nenhum dos participantes apresentava histdrico de cancer,
embora sete pacientes com DC e dezenove com RCU relataram historico familiar positivo
em parentes de primeiro grau. O consumo de alcool foi identificado em 44% dos pacien-
tes com DC e 29% dos pacientes com RCU. Tabagismo ou histdrico de tabagismo superior
a dois anos esteve presente em 55% dos casos de DC e 33% dos casos de RCU.

O anticorpo anti-calprotectina foi conjugado com éxito ao éster de acridinio (EA). A
cromatografia de exclusao molecular (Sephadex G-25) confirmou a formacdo do conju-
gado, com sobreposicdo dos picos de proteina e quimioluminescéncia correspondentes a
quarta fracao de eluicgao (Figura 1).

Figura 1. Perfil cromatografico do conjugado (AntiCalprotectina-EA) em coluna de
Sephadex G-25 (10x1 cm). A eluicao foi realizada com tampao fosfato 10 mM em NaCl
0,15 M (PBS), pH 7,2. Fracoes (amostras de 1 mL) foram coletadas e a absorbancia e a
quimioluminescéncia medidas.
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A analise quantitativa demonstrou que os niveis de calprotectina estavam significa-
tivamente elevados nos tecidos de DII em comparagdo com os controles (Figura 2). Os
valores médios de Unidade Relativa de Luz (RLU) foram 308.184 + 69.199 (intervalo
112.846-590.203) para DC, 271.687 + 65.669 (intervalo 101.235-658.948) para RCU e 93.644
+ 2.226 para os controles. Todas as medig¢oes foram realizadas em triplicata, com coefici-
ente de variagdo entre 24,2% e 38,9%. A analise estatistica confirmou diferenca significa-
tiva na quimioluminescéncia de calprotectina entre os tecidos de DII e os controles (p <
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0,05, teste post hoc de Tukey), enquanto nao foi observada diferenga significativa entre os
grupos DC e RCU (p > 0,05).

Figura 2. Comparacao da imunoquimioluminescéncia da doenga de Crohn (DC, n =9),
retocolite ulcerativa (RCU, n = 30) e tecido anorretal normal (n = 6) marcado com Anti-
Calprotectin-EA. VariagOes estatisticamente significativas foram observadas entre os
valores de RLU de pacientes com DII e controles normais.
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A avaliagao imuno-histoquimica revelou expressdo citoplasmatica de calprotectina
predominantemente em leucocitos polimorfonucleares e macroéfagos infiltrantes na mu-
cosa inflamada (Figura 3). Embora a intensidade visual da coloracao fosse modesta em
comparagao com a amplitude do sinal quimioluminescente, a andlise histomorfométrica
quantitativa demonstrou area positiva para calprotectina significativamente maior nos
tecidos de DII em relagdao aos controles (Figura 4). A densidade média de pixels por
campo foi significativamente maior nos tecidos inflamados (p<0,05, Shapiro-Wilk =
0,9167), confirmando a correlacdo quantitativa entre o sinal imuno-histoquimico e o es-
tado inflamatorio. Os dados morfométricos estao resumidos na Tabela 1. Nenhuma di-
ferenca qualitativa nos padrdes de coloragao foi observada entre DC e RCU, sugerindo
uma via inflamatdria compartilhada envolvendo calprotectina derivada de neutroéfilos.

4. Discussao

A prevaléncia de doenga inflamatdria intestinal (DII) em paises ocidentais atingiu
aproximadamente 0,5% da populacao geral, e as taxas de incidéncia continuam a au-
mentar em regides recentemente industrializadas, sugerindo uma transi¢do epidemiolo-
gica global dessas doengas [19]. Populagdes com alta prevaléncia, como as da América do
Norte e Europa, apresentam maior frequéncia de DII entre a segunda e a quarta décadas
de vida, afetando homens e mulheres igualmente. A distribuicdo por idade e sexo ob-
servada em nossa coorte é consistente com esses achados epidemiologicos recentes [19,
20].

Diversos fatores ambientais e comportamentais tém sido associados ao inicio ou a
progressao da DII. O tabagismo tem sido relacionado a um aumento do risco de doenga
de Crohn (DC), enquanto a cessacao do tabagismo, mas nao o tabagismo ativo, tem sido
associada a retocolite ulcerativa (RCU) [20, 21]. Fatores dietéticos, consumo de alcool,
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estresse psicologico, distirbios do sono e baixos niveis de vitamina D também foram
implicados na suscetibilidade a doenga [21]. De acordo com estudos anteriores, uma
proporcao consideravel de nossos pacientes com DII relatou tabagismo e consumo de
alcool. A associacao entre DII e cancer colorretal é bem estabelecida, particularmente na
RCU, que envolve inflamagao continua da mucosa confinada ao cdlon. Esse padrao
provavelmente contribui para a maior incidéncia de carcinoma associado a colite na RCU
em comparagao a DC [22].

Figura 3. Expressao imuno-histoquimica de calprotectina em pacientes com doenga in-
flamatoéria intestinal (Ampliagao 400x).

Figura 4. Porcentagem de imunorreatividade (em pixels) da calprotectina por campo
capturado (area total 12.234 pm?).
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Tabela 1: Dados morfométricos da imunoexpressao de calprotectina em tecidos anorre-
tais de pacientes com doenca de Crohn, retocolite ulcerativa e controles.

Doenca de Chron Colite Ulcerativa Controle
Pixel 1! Pixel 1! Pixel 1!
Minimo 15647 4,13 x106 7186 1,9 x106 53 14022,74
Maximo 87233 2,3 x107 57942 1,5 x107 543 143666,9
Média 37975 10 x106 26411,8 6,9 x107 192,8 51019,8

**Area total do campo de captura = 12.234 pm?2.

A calprotectina (S100A8/A9) é uma proteina citosolica abundantemente expressa em
neutrdfilos e monocitos ativados. Atuando como molécula ligadora de célcio e zinco,
funciona como um padrao molecular associado a danos (DAMP) liberado durante es-
tresse celular e inflamacao [23]. Diversos estudos clinicos confirmaram o valor diagnods-
tico e progndstico da calprotectina na DII, particularmente em ensaios fecais que refletem
inflamagdo neutrofilica no limen intestinal [24,25]. Demonstrou-se que a calprotectina
fecal se correlaciona mais fortemente com indices histolégicos do que com escores en-
doscopicos, sugerindo que seu aumento pode preceder lesdes mucosas visiveis [24]. Es-
tudos brasileiros relataram concentra¢des médias de calprotectina fecal variando de 405 a
686 g/g em pacientes com DII, valores significativamente maiores do que os observados
em distarbios funcionais intestinais [26, 27]. Walsham e Sherwood [28] propuseram uma
abordagem algoritmica para diagndstico diferencial, na qual valores de calprotectina fe-
cal acima de 150 pg/g sdo sugestivos de DII ou carcinoma colorretal.

Embora as quantificagdes de calprotectina fecal e sérica tenham sido amplamente
validadas, a deteccao em tecidos permanece menos explorada. Em nosso estudo, o uso de
anticorpos conjugados com éster de acridinio permitiu a deteccao direta de calprotectina
em extratos de tecidos anorretais de pacientes com DII. O método imunoquimiolumi-
nescente demonstrou alta sensibilidade analitica, com valores médios de Unidade Rela-
tiva de Luz (RLU) de 308.184 para DC e 271.687 para RCU, ambos significativamente
superiores aos tecidos controle. Esses achados destacam o potencial do método para de-
tectar pequenas quantidades de antigeno e reforcam sua estabilidade analitica.

A andlise imuno-histoquimica mostrou expressdo citoplasmatica de calprotectina
predominantemente em leucdcitos polimorfonucleares e macréfagos na mucosa infla-
mada, consistente com descri¢cOes anteriores de sua localiza¢do celular [29]. Embora a
intensidade visual da coloracdo tenha parecido modesta, a analise morfométrica quanti-
tativa confirmou areas positivas para calprotectina significativamente maiores em tecidos
de DII em comparagao aos controles. Esses resultados validam a relevancia histopatolo-
gica da calprotectina como marcador de inflamagao mucosa ativa e complementam a
quantificagao quimioluminescente.

Este estudo apresenta algumas limitagdes que devem ser reconhecidas. O tamanho
da amostra, particularmente no grupo controle, foi relativamente pequeno e pode ter
reduzido o poder estatistico. Além disso, tecidos controle pos-morte podem estar sujeitos
a degradagdo parcial de proteinas, apesar do curto intervalo pos-morte e dos procedi-
mentos de fixagao padronizados. Outra limitagao é a auséncia de correlagdo com indices
de atividade clinica, como o Indice de Atividade da Doenca de Crohn (CDAI) ou o Escore
de Mayo, o que poderia esclarecer ainda mais a relacdo entre calprotectina tecidual e
gravidade da doenga. Estudos futuros com coortes maiores e correlagao clinica sdo ne-
cessarios para validar esses achados preliminares.

Embora nossos resultados demonstrem que a deteccdo imunoquimioluminescente
de calprotectina em tecidos seja viavel e analiticamente robusta, sua aplicacdo clinica
ainda esta em fase exploratdria. Para tradugao a pratica diagndstica de rotina, é necessa-
ria padronizagao adicional, incluindo reprodutibilidade interlaboratorial, analises de
custo-efetividade e validacao frente a biomarcadores estabelecidos, como ELISA de cal-
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protectina fecal e sistemas de pontuagdo endoscdpica. Ainda assim, o método pode re-
presentar uma ferramenta complementar valiosa para pesquisas sobre inflamagao mu-
cosa, potencialmente melhorando a precisao das avalia¢des histopatologicas na DII.

Em resumo, este estudo fornece evidéncias de que a calprotectina pode ser detectada
quantitativamente em tecidos anorretais de pacientes com doenca de Crohn e retocolite
ulcerativa utilizando imunoquimioluminescéncia, corroborada pela andlise histomorfo-
métrica imuno-histoquimica. Esses achados sustentam o papel da calprotectina tecidual
como marcador de atividade inflamatdria local e reforcam o potencial dos ensaios imu-
noquimioluminescentes para detecgdo sensivel de biomarcadores mucosos na DIL..

5. Conclusio

A detec¢ao imunocimilu-minescente permitiu a avaliacao quantitativa da calprotec-
tina (S100A8/A9) em amostras de tecido anorretal de pacientes com doenca inflamatdria
intestinal, mostrando diferencas estatisticamente significativas em comparacao com te-
cidos controle. Os resultados demonstraram forte concordancia entre as analises quimi-
luminescentes e imunohistoquimicas, corroborando o papel da calprotectina como um
marcador confiavel da inflamag¢dao mucosa local. Embora sejam necessarios estudos adi-
cionais para validar esses achados em coortes maiores e correlaciona-los com indices de
atividade clinica, o método representa uma abordagem promissora para a avaliagdo sen-
sivel de biomarcadores em tecido na doencga de Crohn e na colite ulcerativa.
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