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RESUMO

Carvalho, Allexya Soares de. Influéncia Da Sindrome Metabdlica Sobre O Estado
Inflamatério E Redox De Pacientes Com Doenca De Crohn. 2023. 81 folhas.
Dissertacao de mestrado (Centro de Ciéncias da Saude) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2023.

Introdugado: Doenca de Crohn (DC) apresenta inflamagdo continua no trato
gastrointestinal. A presenga de gordura visceral, comum na DC, aponta para uma
possivel ligagao entre a sindrome metabdlica (SM) e a inflamagao intestinal, podendo
levar ao aumento da inflamacao e do estresse oxidativo (EO) em pacientes nessas
condigdes. Objetivos: Analisar e comparar os niveis de biomarcadores bioquimicos,
inflamatorios e de EO e nitrosativo entre dois grupos de pacientes com DC portadores
ou ndo de SM. Metodologia: Estudo transversal onde foram selecionados individuos
com DC e divididos em dois grupos: 1-DC com SM (n=24), 2-DC sem SM (n=63). A
atividade clinica da doenga foi avaliada pelo indice de Atividade da DC (CDAI). Foram
realizadas analises bioquimicas e inflamatorias (creatinina (CRE), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), proteina c reativa (PCR),
ferritina, ferro sérico, albumina (ALB), proteinas totais, insulina, glicemia em jejum
(GLI), modelo de avaliagdo da homeostase da resisténcia a insulina (HOMA-IR),
lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de alta densidade (HDL),
colesterol total (CT), triglicerideos (TRI), velocidade de hemossedimentagédo (VHS),
leucdcitos totais, plaquetas, hemoglobina) e de EO (determinagdo dos produtos
avancados de oxidagcdo proteica (AOPP), metabdlitos do oxido nitrico (Nox),
capacidade antioxidante total plasmatica (TRAP), determinagcdo da superdxido
dismutase (SOD), determinacdo da catalase (CAT), determinagdo da glutationa
peroxidase (Gpx), determinacdo da atividade da paraoxonase-1 (PON-1) total e
grupamento Sulfidrila (SH)), além da avaliagdo dos dados clinicos. O diagnéstico de
SM foi feito por meio da definicido do NCEP-ATP lll. Resultados: O grupo com DC/SM
apresentou diferenga significativa e maiores valores em relagdo a idade, indice de
massa corporal (IMC), circunferéncia abdominal (CA), frequéncia de hipertensao
arterial, DM e dislipidemia, quando comparado com o grupo sem SM. Houve maior
uso de medicamentos anti-hipertensivos, hipoglicémicos e hipolipemiantes no grupo
com SM. Niveis de TRI, GLlI, insulina e ALT, apresentaram-se aumentados no grupo
com DC/SM. O marcador de EO, AOPP mostrou niveis mais elevados no grupo
DC/SM. Correlacdes positivas foram encontradas entre AOPP com CT, TRI, GLI, AST
e ALT; Nox com TRI, GLI, AST e ALT; GSH com GLI; SH com ALB; SOD com insulina;
PON1 total com hemoglobina e leucécitos. Apresentaram correlagdes negativas os
parametros TRAP com plaquetas; SH com leucdcitos e VHS; CAT com hemoglobina,
TRI, ALT. Conclusao: Foi observado que os pacientes com DC e SM apresentaram
alteracdes em seus marcadores de EO, especialmente os AOPPs que se mostrou ser
um marcador sensivel quando comparado a influéncia da SM sobre o estado
inflamatorio e EO em pacientes com DC.

Palavras-chave: Obesidade, Doenca de Crohn, Sindrome Metabdlica, Estresse
Oxidativo.



ABSTRACT

Carvalho, Allexya Soares de. Influence of Metabolic Syndrome on the
Inflammatory and Redox State of Patients with Crohn's Disease. 2023. 81 folhas.
Dissertacdo de mestrado (Centro de Ciéncias da Saude) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2023.

Introduction: Crohn’s disease (CD) shows continuous inflammation in the
gastrointestinal tract. The presence of visceral fat, common in CD, points to a possible
link between metabolic syndrome (MS) and intestinal inflammation, which may lead to
increased inflammation and oxidative stress (OS) in patients under these conditions.
Objectives: To analyze and compare the levels of biochemical, inflammatory and EO
biomarkers and nitrosative between two groups of patients with CD with or without
MS. Methodology: Cross-sectional study where individuals with CD were selected and
divided into two groups: 1-CD with MS (n=24), 2-CD without MS (n=63). The clinical
activity of the disease was evaluated by the CD Activity Index (CDAI). Biochemical
and inflammatory analyses (creatinine (CRE), aspartate aminotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT), c-reactive protein (CRP), ferritin, serum iron, albumin
(ALB), total proteins, insulin, fasting glycemia (GLI), insulin homeostasis evaluation
model of insulin resistance (HOMA-IR), low-density lipoprotein (LDL), high-density
lipoprotein (HDL), total cholesterol (CT), triglycerides (TRI), speed of
hemosedimentation (ESR), total leukocytes, platelets, hemoglobin) and EO
(metabolites of nitric oxide (Nox), determination of advanced protein oxidation
products (AOPP), plasma total antioxidant capacity (TRAP), determination of
superoxide dismutase (SOD), determination of catalase (CAT), determination of
glutathione peroxidase (Gpx), determination of paraoxonase-1 total activity (PON-1)
and Sulfhydryl grouping (SH)), in addition to the evaluation of clinical data. The
diagnosis of MS was made through the definition of NCEP-ATP IIl. Results: The group
with CD/MS showed significant difference and higher values in relation to age, higher
values of body mass index (BMI), abdominal circumference (AC), frequency of
hypertension, DM and dyslipidemia than the group without MS. There was greater use
of antihypertensive, hypoglycemic and lipid-lowering drugs in the group with MS.
Levels of TRI, glucose (GLU), insulin and ALT, were increased in the CD/MS group.
The OS, AOPP marker showed higher levels in the CD/MS group. Positive correlations
were found between AOPP with TC, TRI, GLU, AST and ALT; Nox with TRI, GLU,
AST and ALT; GSH with GLU; SH with ALB; SOD with insulin; PON1 total with
hemoglobin and leukocytes. There were negative correlations between TRAP
parameters with platelets; SH with leukocytes and ERS; CAT with hemoglobin, TR,
ALT. Conclusion: It was observed that patients with CD and MS showed changes in
their OS markers, especially the AOPPs that proved to be a sensitive marker when
compared to the influence of MS on the inflammatory state and OS in patients with
CD.

Keywords: Obesity, Crohn's disease, Metabolic Syndrome, Oxidative Stress.
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1 INTRODUGAO

A doenga de Crohn (DC) € uma doencga inflamatéria recorrente que
afeta o trato gastrointestinal, incuravel por tratamento clinico ou cirurgico, podendo se
manifestar em qualquer ponto da boca ao anus. A inflamagao é progressiva, uni ou
multifocal, de intensidade variavel e transmural que pode comprometer todos os
segmentos do trato gastrointestinal, sendo os mais comuns o ileo terminal e o célon,
prejudicando o funcionamento intestinal e podendo levar a sua incapacidade. Até 25%
dos pacientes apresentardo complicagbes perianais, incluindo fissuras e fistulas,
também pode ocorrer manifestacbes extra intestinais associadas ou isoladas,
atingindo mais frequentemente a pele, olhos, articulagbes, vasos sanguineos, figado
e trato urinario (FEUERSTEIN; CHEIFETZ, 2017).

Os sintomas mais comuns sdo dores abdominais, diarreia crbnica,
fadiga e perda de peso, principalmente em pacientes jovens (BAUMGART;
SANDBORN, 2012; TORRES et al.,, 2017). Inicialmente, a desnutricdo era uma
caracteristica predominante nesses individuos, devido a ma absorcao de nutrientes
decorrente de danos intestinais e cirurgias. No entanto, nas ultimas décadas,
observou-se uma mudancga drastica no perfil desses pacientes, com um aumento
notavel na prevaléncia de obesidade. Isso tem sido associado a diversas
complicagbes adicionais, incluindo um maior risco de doengas cardiovasculares,
Diabetes Mellitus (DM) e complicagbes especificas da DC, como recidivas precoces,
doenca perianal, hospitalizacdes frequentes e complicagdes pds-cirurgicas (BACK et
al., 2017).

O tecido adiposo, tradicionalmente visto apenas como um local de
armazenamento de energia, emergiu como um érgao enddcrino ativo com papel critico
na sindrome metabdlica (SM) e na regulagéo da inflamagao. O acumulo de gordura
visceral, marcante na obesidade e na DC, sugere uma conexao importante entre SM
e inflamacgao intestinal (BERTIN; DESREUMAUX; DUBUQUOY, 2010).

A SM, por sua vez, compreende uma diversidade de fatores de risco
cardiovascular, incluindo dislipidemia aterogénica, intolerancia a glicose, hipertensao
arterial e obesidade visceral, todos fortemente associados a resisténcia a insulina (RlI).
A presenca da SM e de seus componentes aumenta o risco de complicacbes
relacionadas ao DM, promovendo um aumento precoce no risco de desenvolvimento

de doencas cardiovasculares e aterosclerose (HANNA-MAARIA et al., 2002).
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A DC requer um diagndéstico clinico que integra anamnese dos sinais
e sintomas clinicos e histéricos com dados objetivos de exames de imagem e
laboratoriais, incluindo a histopatologia. Assim que o diagnostico for estabelecido, os
pacientes devem ser fenotipados de acordo com a classificacdo de Montreal e
rastreados para manifestagdes de doengas autoimunes associadas. A avaliagdo da
atividade da doenga em combinagao com fenétipo e recursos endoscépicos ajuda a
estratificar os pacientes e permite que os médicos escolham as melhores estratégias
terapéuticas, uma vez que esses fatores preditivos sdo importantes para o curso da
doenca. Essas estratégias visam a remissao profunda e duradoura da doenga, com
objetivo de evitar complicagbes, como cirurgia e impedir a progressao da doencga
(BAUMGART; SANDBORN, 2012; TORRES et al., 2017).

A principal caracteristica da DC é a inflamacao que pode afetar todo
o trato gastrintestinal, apresentando periodos de crises e periodos de remissao
durante o curso da doenca, um processo fortemente ligado a geracao de metabdlitos
reativos, como espécies reativas de nitrogénio (ERNs) e espécies reativas de oxigénio
(EROs). A primeira defesa contra os agentes oxidantes nas células é a producédo de
antioxidantes; entretanto, quando ha estresse oxidativo (EO) crbnico os recursos das
defesas antioxidantes podem falhar e sua capacidade de produzir mais antioxidantes
é prejudicada (ALEMANY-COSME et al., 2021; TORRES et al., 2017).

Além da producédo endogena, a exposicdo a EROs exdgenas do
ambiente pode afetar o organismo. O EO ocorre quando ha um desequilibrio entre a
geracao de EROs e a capacidade de defesa antioxidante do organismo que possui
defesas enddgenas, como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
(GSH), além de antioxidantes ndo enzimaticos, como &acido lipoico, acido urico e
bilirrubina. Também existem antioxidantes exégenos, como vitaminas E, A e C, que
podem ser administrados por via oral (BASILIO; DOS SANTOS; BRANCO, 2021).

No contexto da DC onde a absor¢cdo de nutrientes pode ser
prejudicada durante a fase aguda da doencga, o monitoramento dos niveis séricos
desses antioxidantes €& essencial. Isso destaca a importdncia de avaliar e
compreender o EO na DC, uma condigdo em que as EROs desempenham um papel
relevante.

Até o momento n&o é de nosso conhecimento, estudos que tenham
avaliado os pacientes portadores de DC com presenca ou auséncia de outros fatores

de risco de SM. Entao esse estudo € importante porque avalia diversos parametros
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metabdlicos, inflamatdrios e de EO nessa populagdo e até o momento nenhum
trabalho evidenciou esses marcadores nessas condigdes. Portanto, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar o estado redox em pacientes com DC e
correlacionar os parametros clinicos com os marcadores inflamatérios e de EO e

estresse nitrosativo (EN), avaliando a influéncia da presenca de SM nestes pacientes.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA DE CROHN

As doencgas inflamatodrias intestinais (DIl), incluindo a DC, afetam
predominantemente pessoas jovens, com a maior taxa de incidéncia ocorrendo entre
a segunda e terceira décadas de vida. As taxas de DC ndo mostram uma diferenca
significativa entre os géneros masculinos e femininos, indicando uma distribuicao
relativamente equilibrada entre os sexos. A ocorréncia da DC € um processo continuo,
com distribuicdo ndo homogénea em termos de incidéncia e prevaléncia pelo mundo
(BERNSTEIN; FRIED; KRABSHUIS et al, 2010).

Historicamente, as DIl tém sido consideradas doengas predominantes
em populagdes desenvolvidas, com o estilo de vida ocidental desempenhando um
papel importante em sua incidéncia e prevaléncia elevadas em regides como Ameérica
do Norte e Norte Europeu. Em paises desenvolvidos, como os Estados Unidos,
Canada e algumas nagdes europeias, a prevaléncia pode chegar a cerca de 120/130
casos por 100 mil habitantes (QUARESMA; KAPLAN; KOTZE, 2019; GASPARINI;
SASSAKI; SAAD-HOSSNE, 2018). No entanto, ao longo das décadas, tem-se
observado um aumento da incidéncia dessas doengas nos paises em
desenvolvimento, similar ao que foi notado nas nacdes desenvolvidas, como Asia,
América do Sul e sul e leste da Europa, sugerindo que as DIl estdao se tornando
doencas globais emergentes (PONDER; LONG, 2013; ANANTHAKRISHNAN, 2015).

No Brasil, a prevaléncia das DIl varia de 13 a cerca de 53 casos por
cada 100 mil habitantes, dependendo da regiao e do estudo epidemioldgico. Ha uma
concentragdo mais significativa no Sudeste e Sul, correlacionada ao indice de
desenvolvimento humano e urbanizagdo. A incidéncia média de DC e retocolite
ulcerativa (RCU) no Brasil é de aproximadamente 7 novos casos por 100 mil

habitantes, ja a taxa de prevaléncia € de 24 casos para 100 mil habitantes para DC.
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(QUARESMA; KAPLAN; KOTZE, 2019; GASPARINI; SASSAKI; SAAD-HOSSNE,
2018).

Um estudo realizado no estado do Parana analisou uma populagao
composta por 4.931 pacientes (73,1%) diagnosticados com RCU e 1.817 pacientes
(26,9%) diagnosticados com DC. A DC foi mais prevalente em pacientes entre 11 e
30 anos, enquanto a RCU foi predominante em pacientes entre 40 e 80 anos. A RCU
foi mais frequente em pacientes do sexo feminino, enquanto a DC teve frequéncia
semelhante entre os sexos. A incidéncia das DIl aumentou significativamente de
2,00/100.000 habitantes em 2010 para 13,77/100.000 habitantes em 2019. A
macrorregiao leste, incluindo a 22 Regional Curitiba, apresentou a maior incidéncia de
DIl (RENUZZA et al., 2022).

No entanto, a obtencdo de dados epidemiolégicos precisos sobre a
DC ¢é desafiadora devido a grande heterogeneidade dessa doenca, variagdes nos
métodos diagndsticos disponiveis, diferencas na experiéncia dos profissionais
envolvidos e nos sistemas de informacdes e notificagdes de doencas em diferentes
regides (M'KOMA, 2013).

A condugdo de estudos epidemiolégicos sobre DC pode ser
particularmente dificil devido a possibilidade de esta doenca ter um inicio gradual e da
assisténcia médica nao ser acessada ao mesmo tempo, o que torna dificil determinar
0s agentes que possivelmente atuaram no inicio da atividade da doencga. A falta de
critérios universalmente aceitos para o diagndstico das DIl, e o fato de que o
diagndstico diferencial € amplo, incluindo infecgdes intestinais, infestagdes intestinais
e doencgas funcionais frequentemente encontradas na populacdo de muitos paises,
pode levar a erros de diagnésticos (VICTORIA; SASSAKI; NUNES, 2009).

Embora haja dados epidemioldgicos limitados de paises em
desenvolvimento, evidéncias apontam para um aumento na incidéncia e prevaléncia
da DC nesses locais, especialmente em sociedades mais urbanizadas e
industrializadas. Essa tendéncia tem impactado cada vez mais individuos jovens,
podendo ser relacionada ao estilo de vida sedentario e alimentagao rica em alimentos
ultraprocessados e fast foods, indicando que a obesidade pode ser considerada um
fator de risco para o desenvolvimento da DC, mesmo apds ajustes para outros fatores
de risco conhecidos, como idade, histérico de tabagismo, histéria familiar da doenca

e histéria de apendicectomia. Portanto, a crescente associacao entre DC e obesidade
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requer atencdo especial na abordagem clinica e no manejo desses pacientes
(MOLODECKY et al. 2012; ANIWAN; PARK; LOFTUS, 2017).

2.2 DIAGNOSTICO

A DC é uma das principais DII, caracterizada por inflamacéao cronica
e recorrente em qualquer segmento do trato gastrointestinal. O diagndstico preciso da
DC é essencial para o manejo clinico adequado e melhora da qualidade de vida dos
pacientes (GIULIA et al., 2020).

O diagndstico definitivo da DC n&o pode ser estabelecido apenas com
sintomatologia de base, sendo necessarios outros meios complementares para
auxiliar no diagndstico diferencial. Foi demonstrada uma forte associagdo entre
determinados anticorpos e a DC, oferecendo uma abordagem promissora para a
confirmacao diagndstica. Além disso, os métodos radiolégicos de imagem tém
desempenhado um papel crucial no diagnéstico da DC, permitindo n&o apenas
confirmar a presenga da doenga, mas também avaliar a extensdo, gravidade e
possiveis complicagdes. Dessa forma, o diagndstico da DC é inicialmente
fundamentado na histéria clinica, exame fisico e testes laboratoriais, sendo
posteriormente confirmado e localizado por meio de exames radiolégicos, como raio-
x de transito intestinal, tomografia e ressonancia, e exames endoscopicos, como
colonoscopia, endoscopia alta e biopsia (GOMES; SANTOS; FERREIRA, 2010;
FREEMAN, 2014).

Os métodos de imagem desempenham um papel crucial no
diagnostico da DC, permitindo a visualizagdo direta das alteragbes intestinais. A
técnica de eleigao para avaliar a extensao e a gravidade da doencga é a colonoscopia
com ileoscopia. Além disso, a ressonéncia magnética (RM) com contraste é uma
ferramenta valiosa para identificar éareas afetadas no intestino delgado,
particularmente em casos em que a colonoscopia é insuficiente. Um estudo de alta
relevancia, conduzido por Bruining et al. (2018), demonstrou que a RM com contraste
possui sensibilidade e especificidade superiores a 90% no diagndstico de DC em
diversos segmentos do trato gastrointestinal.

A enterografia por tomografia computadorizada (ETC) e a enterografia
por ressonancia magnética (ERM) sao métodos de imagem cada vez mais utilizados

no diagnostico da DC. Ambos os procedimentos requerem preparos orais com
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contraste entérico diluido em agua para distensao das algas entéricas, permitindo uma
avaliacao detalhada das alteragbes murais e parentéricas (BRUINING et al., 2018).

A ETC é rapida, tem alta reprodutibilidade e maior disponibilidade,
mas possui limitagdes na caracterizagao tecidual e utiliza radiagao ionizante. A ERM,
por sua vez, € mais demorada e menos acessivel, porém oferece melhor resolugao
tecidual, diferenciagdao entre atividade da doenca e fibrose e nao utiliza radiagao
ionizante. A ERM permite a avaliagdo da resposta ao tratamento em camadas mais
profundas e estruturas adjacentes, sendo complementar a endoscopia. A combinagao
de ETC e ileocolonoscopia tem alta sensibilidade e especificidade, mas pode nao
detectar alteracoes em segmentos especificos. A ERM oferece maior confiabilidade e
precisdo na deteccao de alteracdes entéricas e perientéricas, fistulas, abscessos e
outras complicagbes (MAGALHAES et al., 2023).

A pesquisa de biomarcadores séricos tem sido uma area de interesse
crescente no diagnéstico de DC. Entre os diversos biomarcadores estudados, as
concentragbes seéricas de proteina C reativa (PCR) e calprotectina fecal tém sido
amplamente investigadas. A PCR é um marcador de inflamacéo sistémica e tem sido
associada a atividade da doenca em pacientes com DC. Por outro lado, a calprotectina
fecal é especifica para inflamacéo intestinal e pode auxiliar na distingéo entre a DC e
a RCU. Um estudo conduzido por Roseth et al. (1999) mostrou que a calprotectina
fecal apresenta alta sensibilidade e especificidade na deteccdo de inflamacgao
intestinal, sendo util no monitoramento e diagnostico da DC (ROSETH; SCHMIDT;
FAGERHOL, 1999).

A endoscopia com capsula é uma técnica inovadora que permite a
visualizagdo do intestino delgado de forma nado invasiva. A capsula contém uma
camera de video de alta resolugado que captura imagens enquanto atravessa o trato
gastrointestinal. Essa técnica é particularmente util no diagndéstico de DC no intestino
delgado, que é uma area de dificil acesso para a colonoscopia convencional. Um
estudo relevante realizado por Eliakim et al. (2006), demonstrou que a endoscopia
com capsula possui alta acuracia para identificar lesdes intestinais em pacientes com
suspeita de DC.

O diagndstico preciso da DC é essencial para o manejo adequado do
paciente. Os métodos de imagem, biomarcadores séricos e endoscopia com capsula
sdo ferramentas valiosas no diagnéstico e monitoramento da DC. A combinagao

dessas abordagens pode fornecer uma avaliagdo abrangente da extensdo e da
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atividade da doencga, permitindo um tratamento mais direcionado e eficaz para os
pacientes com DC.

A classificaggo da DC envolve sua gravidade, extensdo e
comportamento, sendo avaliada por indices como o indice de Atividade da Doenga de
Crohn (CDAI), comum em estudos clinicos. O CDAI, desenvolvido por Best et al.
(1976), € uma ferramenta amplamente utilizada para avaliar a atividade da doenca.
Estes pesquisadores estabeleceram valores de estadiamento da doenga, no qual o
limite entre doenga em remissao e doenga grave foi definido entre <150 e 350 pontos,
conforme demonstrado na Tabela 1 (IMBRIZI et al., 2023).

No entanto, o CDAI possui algumas limitagdes. Primeiramente, ha
variabilidade na interpretacdo entre diferentes observadores. Além disso, o peso
atribuido aos itens "bem-estar geral" e "intensidade da dor abdominal" é relevante,
mas esses itens sao subjetivos e refletem a percepcgéao individual do paciente sobre
sua doenca. Outra limitagao é o fato de que o calculo do CDAI é baseado em um diario
preenchido pelo paciente durante sete dias antes da avaliagdo, o que torna seu uso
inviavel na pratica clinica diaria. O CDAI também nao é preciso em pacientes com
quadros fistulizantes e estenossantes da doenca. Além disso, nao é util em pacientes
que tenham passado por ressecgdes extensas do ileo e colon ou que tenham estomas
anteriores (BEST et al.,1976).

Apesar dessas limitagbes, até o momento, o CDAI continua sendo o
indice mais utilizado em ensaios clinicos e € considerado o padrdo-ouro para
avaliacao da atividade da DC (PAPAY et al., 2013).

Em aproximadamente 30% dos casos de DC, ocorre um envolvimento
exclusivo do intestino delgado, o que apresenta desafios diagndsticos. Para esses
casos, endoscopia com capsula, exames radiolégicos seccionais ou ultrassom
intestinal (USI) s&o indicados. Quando sintomas obstrutivos estdo presentes, a
realizagcao da endoscopia com capsula deve ser precedida por um exame radiologico
ou capsula de paténcia para garantir a seguranga da passagem. Essas abordagens
diagndsticas sao cruciais para avaliar e monitorar a extensdo da DC de forma precisa
(HOSSNE; COY, 2019).

Em 1989, o grupo francés Groupe d'Etude Therapeutique des
Affections Inflammatoires Digestive (GETAID) desenvolveu o indice de Severidade
Endoscopica da Doenga de Crohn (CDEIS) para medir a atividade endoscépica da

doenca, conforme pode ser observado na Tabela 2. Embora os critérios de remissao
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usando o CDEIS nao estejam oficialmente validados, a resposta endoscopica
completa € geralmente considerada alcangada com valores menores do que 3 pontos
nesse indice. O CDEIS classifica a atividade da DC em diferentes niveis: remissao (<
3 pontos), atividade endoscépica leve (3 — 8 pontos), atividade endoscédpica moderada
(9 — 12 pontos) e atividade endoscopica intensa (> 12 pontos). O CDEIS foi proposto
e validado em um grande estudo multicéntrico e atualmente é considerado o padrao-
ouro para avaliagdo da atividade endoscépica (Mary et al., 1989).

No entanto, a correlacdo entre o CDEIS e a atividade clinica da
doencga parece ser fraca. Foi demonstrado cicatrizacdo endoscépica em pacientes
tratados com azatioprina e infliximabe anti-Fator de Necrose Tumoral (anti-TNF-a) a
longo prazo. Além disso, pacientes que alcangam remissdo endoscopica apos o
tratamento com infliximabe mostram relatos iniciais de remissdo mais duradoura e
menor numero de eventos da doencga. A cicatrizagdo endoscopica esta se tornando
um dos objetivos das novas terapias biolégicas (SOSTEGNI et al., 2003).

Apesar de confiavel e reprodutivel, o CDEIS € um escore endoscopico
que requer tempo e transformacéo em escala analdgica. Essas caracteristicas tornam
sua utilizacdo inadequada para a pratica clinica diaria e podem dificultar seu uso em
ensaios clinicos (MARY et al., 1989).

O padrao endoscopico da DC é notavel por lesdes descontinuas na
mucosa, incluindo ulceras profundas, fistulas, estenoses e envolvimento perianal. E
recomendada a realizagao de bidpsias, com, pelo menos, dois fragmentos dos seis
segmentos do intestino avaliados, mesmo que pare¢gam normais a olho nu. Em
pacientes com sintomas no trato gastrointestinal superior ou na populacéo pediatrica,
a endoscopia digestiva alta é apropriada e pode revelar caracteristicas sugestivas,
como nodularidade da mucosa, ulceras aftoides/lineares e estenoses duodenais
(HOSSNE; COY, 2019).
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Parametro Descricao Fator de
ponderagao
Numero de evacuagoes Soma de 7 dias anteriores X2
liquidas ou moles
Dor abdominal Soma de 7 dias 0= nenhum X5
Anteriores 1=leve
2= moderado
3= severo
Bem-estar geral Soma de 7 dias 0= excelente X7
anteriores 1=bom
2=mal
3= muito ruim
4= terrivel
Complicagbes Extra Numero de complicagbes por Artrite/artralgia, irite/ X20
intestinais categoria uveite, eritema (valor
nodoso, pioderma maximo =
gangrenoso, 120)
estomatite aftosa,
fissura anal/
fistula/abcesso, febre >
37,8°C
Drogas antidiarreicas Uso nos ultimos 7 dias 0= nado X30
1=sim
Massa abdominal 0= nado X10
2= questionavel
5= definido
Hematdcrito Hct observado - esperado Homens: 47 X6
observados
Mulheres: 42
observadas

Peso corporal*:

Desvio percentual do peso padrao
(subtrair em vez de adicionar se o peso do doente for superior ao esperado)

*Peso esperado ou ideal = altura (m)2 x 25,5=__ kg (homens) Altura (m)2 x 22,5=__ kg (mulheres)

Pontuacgéo total do CDAI: < 150 = Remissao; 150-250 = Leve; 250-350 = Moderado; 350 = Grave

Formula de calculo: CDAI = (P1 x 2) + (P2 x 5) + (P3 x 7) + (P4 x 20) + (P5 x 30) + (P6 x 10) + (P7 x

6) + P8. Na férmula, o ultimo parametro (P8) ndo é multiplicado pelo "fator de ponderagéo”, uma vez

que, neste parametro, o "fator de ponderacao” é igual a 1. Fonte: Adaptado de R. SOSTEGNI et al.,

2003; IMBRIZI et al., 2023.
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Tabela 2 — Pontuagéo do indice endoscépico de gravidade da doenca de Crohn (CDEIS)

Colon

lleo  pireito

Transverso

Célon
esquerdo e Reto
sigmoide

Soma

Ulceras
profundas (0
para nenhuma,;
12 pontos se
presente)

Ulceras
superficiais (0
para nenhuma; 6
pontos se
presente)

Superficie
envolvida
pela doencga
(cm)

Superficie
envolvida por
ulceragao (cm)

TOTAL A

Numero de segmentos explorados (1a5) N

Total B=A/n TOTALB

Se presenga de estenose ulcerada em qualquer parte adicionar +3 C

Se presenga de estenose ndo ulcerada em qualquer parte adicionar +3 D

Total B+C+D= escore CDEIS

<3 = remissédo; 3-8 = leve atividade endoscépica; 9-12 = moderada atividade endoscépica; >12 =

severa atividade endoscépica. Fonte: Adaptado de Marteau (2013).
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2.3 FISIOPATOLOGIA DA DOENCA DE CROHN

A DC é caracterizada por inflamagéao crbénica que afeta principalmente
o trato gastrointestinal, podendo ocorrer em qualquer parte do tubo digestivo, desde a
boca até o anus. A fisiopatologia da DC é complexa e multifatorial, envolvendo
interacdes entre fatores genéticos, imunolégicos, microbiolégicos e ambientais.

Estudos tém demonstrado uma forte contribuicdo dos fatores
genéticos na predisposicdo a DC. Variantes genéticas em genes relacionados a
resposta imunoldgica, barreira epitelial, fungcao de células epiteliais e processamento
de antigenos tém sido associadas ao desenvolvimento da doencga. Por exemplo, o
gene nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2 (NOD2) e
caspase recruitment domain-containing protein 15 (CARD15) sdo os mais estudados
e estdo associados a um maior risco de desenvolver DC (HUGOT et al. 2001;
HENCKAERTS; VERMEIRE, 2007; MCGOVERN et al., 2001).

Além dos fatores genéticos, a disfungdo do sistema imunolégico
desempenha um papel crucial na patogénese da DC. Acredita-se que a resposta
imune inapropriada contra componentes da microbiota intestinal normal desencadeia
uma cascata de eventos inflamatorios. A ativagao excessiva de células do sistema
imunoldgico, incluindo células T, células B, macréfagos e células dendriticas, leva a
producado aumentada de citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-q, interleucina-1 (IL-
1) e interleucina-6 (IL-6) (BAUMGART; SANDBORN, 2012; NEURATH, 2014; GIULIA
et al., 2020; IQBAL et al., 2013).

A interagcdo entre a microbiota intestinal e o sistema imunoldgico
também desempenha um papel importante na fisiopatologia da DC. Alteragbes na
composi¢cao da microbiota, com reducdo de espécies protetoras e aumento de
espécies patogénicas, tém sido observadas em pacientes com DC. A disbiose
resultante pode levar a uma resposta imune exacerbada e inflamacéo crénica no
intestino (MACHIELS et al., 2014).

Além disso, a disfungdo da barreira intestinal e a permeabilidade
aumentada também estdo envolvidas na fisiopatologia da DC. O aumento da
permeabilidade intestinal permite a translocagao de antigenos microbianos e produtos
bacterianos para a parede intestinal, desencadeando uma resposta imune inflamatéria
exacerbada (FASANO, 2011; STANGE; SCHROEDER, 2019)
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2.3.1 Inflamagao e Doenga de Crohn

A inflamagdo desempenha um papel crucial na patogénese da DC,
sendo responsavel pelos sinais clinicos e sintomas observados nos pacientes. A
inflamacédo nesta doenga é caracterizada por uma resposta imune desregulada,
envolvendo multiplas vias e células inflamatdrias. Estudos tém demonstrado a
presencga de uma resposta imune exagerada, com aumento da produg¢ao de citocinas
pré-inflamatérias, como o TNF-q, IL-1 e IL-6, bem como quimiocinas que recrutam
células inflamatdrias para o local da inflamagao (NEURATH, 2014; MEIJNIKMAN et
al., 2018; REVOREDO et al., 2017).

A resposta imune desregulada na DC é mediada por células imunes,
incluindo células T, células B, macrofagos e células dendriticas. As células T
desempenham um papel fundamental na patogénese da DC, com a presencga de uma
resposta imune T helper-1 (Th1) e T helper-17 (Th17) exacerbada. Células Th1
produzem citocinas como o interferon-gama (IFN-y) e o TNF-a, enquanto as células
Th17 produzem interleucina-17 (IL-17) e interleucina-22 (IL-22), que contribuem para
a inflamacéao cronica observada na doencga. Além disso, as células B também sao
importantes na DC, produzindo anticorpos que podem agravar a inflamacao intestinal,
conforme pode ser observado na Figura 1 (MADDUR et al., 2012; RODA et al., 2020).

A resposta imune exacerbada, a disbiose intestinal e a disfungéo da
barreira intestinal desempenham papéis importantes na patogénese da doenga. O
entendimento dos mecanismos subjacentes a inflamacao na DC é fundamental para
o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas visando o controle da

inflamacéo e a melhora dos resultados clinicos.
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Figura 1 - Inflamacao e microbiota intestinal na DC.
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12; APC: Célula Apresentadora de Antigeno. Fonte: RODA et al. (2020).

2.3.2 Estresse Oxidativo e Doeng¢a de Crohn

Sabe-se que o EO tem sido associado a fisiopatologia da DC. O EO,
marcado pelo desequilibrio entre a produgdo de EROs, ERNs e a capacidade
antioxidante do organismo, desempenha um papel significativo na patogénese e
progressao desta doenca. A producao aumentada de EROs, incluindo radicais livres
de oxigénio e perdxidos, é associada ao dano oxidativo em biomoléculas como
proteinas, lipideos e acidos nucleicos. Esse processo contribui para a inflamacao
cronica observada nesta doenca conforme demonstrado na Figura 2
(REZAIE; PARKER; ABDOLLAHI, 2007).
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Figura 2 - Mecanismo antioxidante de controle de EROs.
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EROs: Espécies Reativas de Oxigénio; O2: Oxigénio; SOD: Superoxido Dismutase; H202: Peroxido
de Hidrogénio; CAT: Catalase; GPx: Glutationa Peroxidase; DNA: Acido Desoxirribonucleico; OHe:
Hidroxila. Fonte: BASILIO; DOS SANTOS; BRANCO (2021).

EROs sado geradas como subprodutos naturais em sistemas
bioldgicos, sendo a mitocdndria um importante local intracelular de formagéo. Essas
moléculas desempenham papéis cruciais em processos bioldgicos, incluindo
diferenciacao celular, apoptose, resposta imunolégica e fosforilagao proteica. EROs e
ERNs representam categorias distintas de oxidantes que afetam sistemas bioldgicos
vivendo em condigdes aerdbicas. As EROs incluem o O2.-, peroxido de hidrogénio
(H202) e o radical hidroxila (OHe), surgindo da reducéo incompleta do oxigénio. Por
outro lado, as ERNs abrangem uma gama de estados de oxidagao e produtos reativos
da atividade da NOS, como o NO, nitroxil (NO-), S-nitrosotiol (RSNO) e peroxinitrito
(ONOO-), resultado da interagdo entre NO e O2+-. O aumento na produgéo desses
metabdlitos pode causar danos as estruturas celulares essenciais (BASILIO; DOS
SANTOS; BRANCO, 2021; PITOCCO et al., 2010).

Os produtos proteicos de oxidagao avangada (AOPP) sao derivados
de albumina, fibrinogénio e lipoproteinas modificadas por oxidagdo, formados
principalmente pelo sistema mieloperoxidase/H202/halogeneto em um ambiente de
EO. Os AOPP contém ditirosina, grupos carbonila e ligagdes cruzadas, sendo
eliminados principalmente pelo figado e bago. Sdo reconhecidos como marcadores
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de dano oxidativo, intensidade de EO e inflamagdo. Embora sejam formados em
pequenas quantidades durante a vida, suas concentragdes aumentam com a idade.
Em condigbes patologicas, como SM e DC, as concentragdes de AOPP séao
significativamente mais altas, relacionando-se com desequilibrio oxidante-
antioxidante e inflamacéo. A determinagao dos niveis de AOPP é um método simples
e rapido, podendo ser util como marcador para colaborar, juntamente com outros
marcadores, no diagnostico e monitoramento de disturbios (PIWOWAR, 2010).

Além de refletir o dano oxidativo proteico, os AOPPs desempenham
um papel ativo como mediadores do processo inflamatorio, ativando células como
monadcitos e neutrdéfilos. Destacando-se assim entre os outros marcadores geralmente
mensurados para refletir o OE, uma vez que podem desempenhar papéis cruciais na
fisiopatologia de varias doencas, inclusive na DC e na SM (WITKO-SARSAT et al.,
2003).

Na pratica clinica, a determinagdo dos marcadores de EO ¢é
desafiadora devido a rapida degradacgéo e a baixa concentragdo desses compostos
nos fluidos biologicos. Os metabdlitos mais estaveis do NO endoégeno s&o o nitrito
(NO2-) e o nitrato (NO3-), acessiveis por analise quantitativa, tornando-se os métodos
mais adequados para avaliar a producao indireta de NO in vivo. A determinagao
desses metabdlitos em sangue e urina revelou-se eficiente para quantificar a produgao
de NO. A espectrometria de massa é considerada o método mais preciso para essa
avaliacdo, embora outras técnicas analiticas, como cromatografia gasosa,
cromatografia liquida e eletroforese, também sejam utilizadas com eficacia (PITOCCO
et al., 2010).

O nivel de ataque oxidativo as proteinas plasmaticas pode ser
avaliado pela quantificagcdo da concentragdo plasmatica dos grupamentos sulfidrila
totais (SH). Esses grupamentos sao encontrados na maioria das proteinas
plasmaticas, principalmente nos residuos de cisteina, e sdo suscetiveis a oxidagao
causada pela acao de radicais livres. No entanto, durante estados de inflamacao
cronica, como na DC, o aumento da produgéo de radicais livres pode sobrecarregar o
sistema antioxidante, resultando na oxidacéo dos SH e, consequentemente, na perda
parcial ou total da sua capacidade de protegao contra o EO. Portanto, a quantificagao
dos SH no plasma oferece uma estimativa sobre o nivel de ataque oxidativo as

proteinas plasmaticas, evidenciando a intensidade do EO presente na DC e auxiliando
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na compreensao do papel do sistema antioxidante nessa condi¢cao (FAURE; LAFOND,
1995).

A inflamagao crénica presente na DC promove a ativagédo de células
inflamatorias, como macrofagos e neutrofilos, que liberam EROs para combater os
agentes patogénicos. No entanto, a liberagao excessiva de EROs pode resultar em
danos as células intestinais e a mucosa intestinal. Além disso, a inflamagao cronica
pode levar a redugdo das defesas antioxidantes do organismo, incluindo enzimas
antioxidantes como a SOD, que precisa de ion cobre(ll) (Cu2+) e ion zinco(ll) (Zn2+)
como cofatores, onde ocorre a conversao do radical O2+- em H202 e oxigénio, através

50D

da reaggo 20;"+2H"——=H,0,+0, | enquanto a CAT transforma H202 em &gua e

cut Znt

oxigénio molecular nas hemacias, através da reagdo 2H,0, —2£ 321.0+0,
e GPx, agravando ainda mais o EO (ZHU; LI, 2012; ROVER JUNIOR et al., 2001).

O sistema enzimatico de defesa, composto por SOD, CAT e GPx,
desempenha um papel essencial na preveng¢ao de danos oxidativos. Essas enzimas
atuam para impedir a formagéo de radicais livres, incluindo o altamente reativo OHe,
que nao possui uma defesa enzimatica especializada. CAT e GPx, em particular,
desempenham um papel critico na neutralizagdo do H202, impedindo a geracao do
OHe-. Esse radical reativo é conhecido por sua instabilidade e potencial para iniciar a
peroxidacao lipidica, afetar proteinas e induzir mutagdes no DNA. Destaca-se a
importancia da GPx na manutencdo do equilibrio redox da glutationa, fundamental
para preservar a integridade celular diante da ameaca dos radicais livres. O cuidadoso
equilibrio entre essas enzimas antioxidantes é crucial para a homeostase celular e a
prevencao eficaz de danos oxidativos (BARBOSA et al, 2010).

Segundo Vermeire et al. (2017) existe implicagédo de polimorfismos
em genes que codificam enzimas antioxidantes no desenvolvimento da DC. Por
exemplo, variantes genéticas que afetam a atividade da SOD e da GPx tém sido
associadas ao risco aumentado de desenvolver a doenga. Esses polimorfismos
podem influenciar a capacidade do organismo em neutralizar as EROs e contribuir
para a instalacao do EO em pacientes com DC.

A enzima paraoxonase (PON), envolvida no transporte reverso do
colesterol, desempenha um papel crucial no efeito antioxidante e anti-inflamatério da
Lipoproteina de Alta Densidade (HDL-C). Essa enzima contribui para a redugédo do
acumulo de produtos de peroxidacao lipidica e detoxificacdo da homocisteina

tiolactona, um subproduto do metabolismo da homocisteina associado a alteragdes
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proteicas e aterosclerose. Niveis diminuidos de PON s&o observados em diversas
condicbes patoldgicas, incluindo cancer, doenga arterial coronariana,
hipercolesterolemia, DMT2, anemia ferropriva, doengas neuroldgicas, retinopatia
diabética e maior susceptibilidade aos danos advindos da intoxicacdo por
organofosforados. Essas associagdes destacam a importancia da PON na protegao
contra processos inflamatoérios e no metabolismo lipidico (VELLOSA et al, 2013).

Além disso, a inflamagdo crénica e o EO estdo fortemente
relacionados a disfungdo da barreira intestinal na DC. A integridade da barreira
intestinal € essencial para evitar a translocagcao de bactérias e toxinas do lumen
intestinal para a lamina propria, prevenindo assim a ativacéo exacerbada do sistema
imunoldgico. A ativacdo do fator nuclear Kb (NF-Kb) devido ao EO também pode
induzir a expressao de proteinas de jung¢ao de oclusdo, como a ocludina e a claudina-
1, resultando em alteragdes na permeabilidade intestinal, o que favorece a passagem
de agentes patogénicos e moléculas inflamatdrias para a lamina prépria. Ainda, o EO
pode afetar a atividade das células epiteliais intestinais e células imunes, promovendo
uma resposta inflamatoria exacerbada no intestino (ANTONI et al.,, 2014;
PASTORELLI et al., 2013).

O EO desempenha um papel relevante na fisiopatologia da DC,
contribuindo para a inflamacgao crbnica, dano oxidativo as células intestinais, disfungao
da barreira intestinal e progressao da doencga. O desequilibrio entre a produgao de
EROs e a capacidade antioxidante do organismo pode ser influenciado por fatores
genéticos e pela inflamacgao cronica presente na doenca. O entendimento do papel do
EO na DC pode fornecer novas abordagens terapéuticas visando o restabelecimento

do equilibrio redox e a redugao da inflamacgao intestinal.

2.3.3 Sindrome Metabodlica e Doenca de Crohn

A SM é um conjunto de condigdes clinicas inter-relacionadas como
obesidade abdominal, RI, hipertensao arterial e dislipidemia, que aumentam o risco
de doencas cardiovasculares e assim aumentam o risco de mortalidade (PENALVA,
2008).

O estudo da SM enfrenta desafios devido a falta de consenso em sua definicdo e nos
critérios especificos para seus componentes, o que influencia a pratica clinica e as

politicas de saude. Duas definicbes importantes foram estabelecidas pela
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Organizagao Mundial da Saude (OMS) e pelo Programa de Educacgao Nacional sobre
Colesterol Adulto - Painel Il de Tratamento (NCEP-ATP Ill). A definicdo da OMS
comega com a avaliagao da Rl ou disturbios no metabolismo da glicose, tornando sua
aplicacdo mais complexa. Em contraste, a definicio do NCEP-ATP IlI foi

desenvolvida para facilitar a utilizag&o clinica, ndo exigindo a confirmagao da RI, mas

sendo representada por uma combinacao de =3 componentes dos apresentados na

Tabela 3. Sendo assim, a NCEP-ATP Il é a definicdo recomendada pela | Diretriz

Brasileira de Diagndstico e Tratamento da Sindrome Metabdlica (1-DBSM, 2005).

Tabela 3 - Componentes da sindrome metabdlica segundo o NCEP - ATP Il

Componentes Niveis

Obesidade abdominal por meio de circunferéncia abdominal

Homens >102 cm

Mulheres > 88 cm
Triglicerideos >150 mg/dL
HDL Colesterol Homens < 40 mg/dL

Mulheres < 50 mg/dL
Presséo arterial = 130/85 mmHg

ou uso de anti-hipertensivos

Glicemia de jejum >100 mg/dL

A presencga de Diabetes mellitus tipo 2 nao exclui o diagnéstico de SM

Fonte: Adaptado de THOMAS et al. (2005).

A presenga da SM esta fortemente ligada a maior mortalidade
cardiovascular, sendo a Rl um ponto comum. A progressao da Rl para o Diabetes
Mellitus tipo 2 (DMT2) esta associada a disfuncdo endotelial e aterosclerose.
Componentes da SM, como niveis lipidicos desfavoraveis e hipertensao arterial
também estdo relacionados a disfuncdo endotelial. A insulina, em concentragdes
fisiologicas, € vasodilatadora e regula a produgéo de éxido nitrico (NO). Contudo, na
presenca de RI, ha defeitos na via da fosfatidil inusitol-3 quinase (PI-3K), levando a
alteragdes pro-aterogénicas, enquanto a via da proteino-quinases ativadas por
mitogenos (MAPK) pode se tornar hiperativada, contribuindo para a disfuncéo
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vascular. Achados clinicos indicam que os defeitos associados a SM estao
relacionados a um defeito especifico na via de sinalizagdo da PI-3K. Esses achados
apontam para uma compreensao mais precisa das bases moleculares da
aterosclerose relacionada a SM e RI, fundamental para abordagens terapéuticas
(BAHIA et al, 2006).

Os estados de RI estdo associados ao aumento da producdo de
EROs, resultando em EO, que desempenha um papel na patogénese da RIl. O EO
influencia a disfungdo endotelial, sendo gerado principalmente por complexos
enzimaticos como as Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato Reduzido-oxidases
(NADPH) oxidases e a 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) desacoplada. A eNOS,
crucial para a sintese de NO, pode se desacoplar na auséncia de co-fatores,
diminuindo a biodisponibilidade de NO (BAHIA et al, 2006). Ratos com Rl apresentam
reducao de tetra-hidrobiopterina, levando a um desacoplamento da eNOS e aumento
da producao de superoéxido, resultando em disfungao endotelial. O &nion superdxido
(O2+-) reage rapidamente com o NO, formando peroxinitrito (ONOO-), uma espécie
reativa que danifica o acido desoxirribonucleico (DNA) e induz o desacoplamento
continuo da eNOS, amplificando o dano endotelial. A compreensdao desses
mecanismos € vital para a abordagem terapéutica da Rl e suas complicagbes
associadas (SHINOZAKI et al. 2000).

A alteracdo na diversidade da microbiota intestinal tem emergido
como um fator relevante no desenvolvimento de disturbios metabdlicos e
inflamatérios, incluindo a obesidade. O estado inflamatério crénico, associado a
obesidade, é proposto como um fator determinante no desenvolvimento da R,
afetando a sensibilidade a insulina nos musculos e no tecido adiposo, assim como
prejudicando a fungdo pancreatica. A hipotese de endotoxemia metabdlica destaca a
translocacao de toxinas bacterianas, como a endotoxina, do trato gastrointestinal para
a circulagao sanguinea, contribuindo para a inflamagao. Concentragdes elevadas de
Lipopolissacarideos (LPS), marcador de endotoxemia, foram observadas em
pacientes com DMT2. A permeabilidade intestinal aumentada, influenciada pela dieta,
facilita a translocacdo de toxinas, indicando que mudang¢as na microbiota podem
afetar o estado inflamatdrio associado a obesidade e DMT2 (LONE et al., 2018;
MEIJNIKMAN et al., 2018).
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3 JUSTIFICATIVA

Considerando o papel crucial da inflamagéo e do EO na fisiopatologia da
DC, aliado ao fato da dificuldade de se estabelecer o estadiamento da doenca,
diversos estudos tém mostrado que marcadores laboratoriais de inflamacgéo e de EO
poderiam auxiliar neste processo, além de serem pouco invasivos e com custos
relativamente baixos.
A presenca de biomarcadores de EO em pacientes com DC associado
a presenca ou nao de SM, aponta para um desequilibrio pré-oxidante no ambiente
intestinal, sugerindo sua contribuicdo para a patogénese e progressao da doenga. A
analise detalhada do desequilibrio redox, por meio de testes que avaliam as EROs,
ERNs e as defesas antioxidantes poderiam fornecer informacgdes valiosas sobre a
atividade da doencga, a gravidade dos sintomas e a eficacia dos tratamentos. Portanto,
ao comparar pacientes com DC com e sem SM, sera possivel investigar fatores
influenciadores cruciais e identificar possiveis ligagdes entre essas duas condigdes, 0
que pode levar a avancos significativos na compreensao da fisiopatologia da DC e no

desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais eficazes.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Analisar e comparar os niveis de biomarcadores bioquimicos,
inflamatdrios e de EO e EN entre dois grupos de pacientes com DC portadores ou nao
de SM.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os parametros clinicos, antropométricos, bioquimicos,
inflamatorios e hematoldgicos dos pacientes com DC com presenga ou ndo de SM.

Quantificar parametros oxidantes e das defesas antioxidantes dos
pacientes com DC e SM e sem SM.

Correlacionar os parametros antropométricos, inflamatérios com os

marcadores de EO nos pacientes com DC.
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5 METODOLOGIA

5.1 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina (UEL) (CAAE.
91833018.2.0000.5231), parecer CEP/UEL n° 2.767.257 (Anexo A). Os individuos
foram convidados a participar voluntariamente da pesquisa e assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido. Este estudo foi conduzido de acordo com as

diretrizes estabelecidas na Declaragao de Helsinque.

5.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO E AMOSTRAGEM

Trata-se de um estudo transversal onde foram selecionados 87
individuos com diagndstico de DC, os quais foram divididos em dois grupos: 1- DC
com SM (n=24), 2- DC sem SM (n=63) atendidos pelo ambulatério de
Gastroenterologia do Ambulatério de Especialidades do Hospital Universitario de
Londrina, no periodo compreendido entre junho de 2018 a maio de 2019.

Foram incluidos no estudo individuos de ambos os sexos (homens =
37) e (mulheres = 50), com idade entre 18 e 76 anos. Informacdes referentes a estilo
de vida e historico médico foram obtidas a partir de avaliacéo clinica de cada paciente
e do prontuario eletrbnico por meio do software Medview. Foram considerados
critérios de exclusdo em ambos os grupos os seguintes fatores: idade abaixo de 18
anos, presenca de doencas autoimunes, doengas cardiovasculares, doenga renal
cronica, doenca hepatica crbnica, neoplasias e doengas infecciosas agudas ou

cronicas, uso de antioxidantes.

5.3 DIAGNOSTICO DE DOENCA DE CROHN

O diagnéstico da DC foi estabelecido por meio de uma abordagem
clinica abrangente, que envolveu a avaliacdio combinada de investigacbes
endoscopicas, histolégicas e bioquimicas. Essa estratégia diagndstica foi adotada
com base nas diretrizes do terceiro consenso europeu, que € fundamentado em

evidéncias cientificas e fornece diretrizes atualizadas para o diagnéstico e manejo da
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DC. A combinagdo desses diferentes métodos de investigacdo permite uma
abordagem holistica para o diagnéstico preciso da DC e auxilia na diferenciagao entre
a DC e outras condigdes com sintomas semelhantes (GOMOLLON et al., 2017).

Na avaliagdo clinica da DC, foram considerados diversos sintomas
como aumento da frequéncia e alteragdo da consisténcia das fezes, presenca de
diarreia com muco e sangue, dor abdominal, tenesmo (sensacao de esvaziamento
incompleto), urgéncia fecal, bem como a presencga de febre, fadiga e perda de apetite.
Também foram levados em conta fatores como o uso prévio de certos medicamentos,
histéria de doencgas infecciosas intestinais, antecedentes familiares de DC ou RCU e
cancer colorretal, bem como a presencga de manifestagdes extra intestinais, tais como
envolvimento reumatoldgico, dermatologico, oftalmico, entre outros. Foi realizado a
video colonoscopia com ileoscopia ou videorretos sigmoidoscopia (videocolonoscopio
EC-250HL5-sistema EPX 2500 Fujinon, Téquio, Japao) dos pacientes para avaliagao
da atividade endoscopica da DC com preparo intestinal prévio com manitol a 20%
conforme ja realizado de acordo com protocolo do servico do ambulatério de
Gastroenterologia do Ambulatério de especialidades do Hospital Universitario
(AEHU). A videocolonoscopia permite visualizagcdo da mucosa de reto, célon e ileo
terminal (SHERGILL et al., 2015).

Na avaliacdo da atividade da DC foi utilizado o CDAI para avaliar a
atividade clinica (BEST et al., 1976). Para a avaliagdo endoscoépica de atividade da
DC foi utilizado o CDEIS (FAUSEL; KORNBLUTH; DUBINSKI, 2016).

Na analise histopatolégica, o diagndstico microscopico da DC baseou-
se no encontro de inflamagao cronica focal e descontinua, irregularidade focal de
criptas e granulomas (n&o relacionado a lesdo de criptas). As mesmas caracteristicas
em adicdo com irregularidade arquitetural vilosa podem ser utilizadas para as
amostras do ileo terminal (GOMOLLON et al., 2017).

Como métodos complementares para avaliacdo da extensao e
localizagdo da DC no intestino delgado, foram realizadas radiografias contrastadas de
morfologia de intestino delgado e enterografia por tomografia computadorizada
(GOMOLLON et al., 2017).
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5.4 DIAGNOSTICO DE SINDROME METABOLICA

O diagndstico da SM foi feito por meio da definicdo do NCEP-ATP llI,
representada por uma combinacgéo de pelo menos trés dos seguintes componentes:
obesidade abdominal por meio de circunferéncia abdominal (homens > 102cm/

mulheres > 88cm); triglicerideos = 150mg/dL; HDL colesterol (homens < 40mg/dL/
mulheres < 50 mg/dL); presséo arterial (= 130 mmHg ou = 85 mmHg); glicemia de

jejum (2100 mg/dL).

5.5 COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

Apos um periodo de jejum de 12 horas, os individuos foram
submetidos a coleta de 13mL de sangue por pungéo venosa: 6 mL em tubos com
vacuo (VACUETTE®) contendo EDTA para a realizagdo dos parametros leucocitos
totais, neutrdfilos, plaquetas, determinagao das atividades enzimaticas da SOD, CAT,
GPx e 7mL de sangue em tubos com vacuo (VACUETTE®) sem anticoagulante para
a realizagdo dos marcadores bioquimicos e inflamatérios (CRE, AST, ALT, PCR,
ferritina, ferro sérico, ALB, VHS, PTN totais, insulina, GLI, HOMA-IR, LDL, HDL, CT,
TRI, leucécitos totais, plaguetas e hemoglobina) e marcadores de EO (AOPP, NOx,
SH, TRAP, PON1). Para os testes de EO as amostras foram separadas e
armazenadas a -80°C até o momento das analises, os demais testes foram feitos no

dia da coleta.

5.6 PARAMETROS BIOQUIMICOS E INFLAMATORIOS

Foram realizadas analises laboratoriais de parametros bioquimicos,
incluindo LDL (foi calculado pela equagéao de Friedwald/ LDL= CT - (HDL+TRI/5)), CT,
HDL, TRI, GLI, AST, ALT, CRE, PTN totais, albumina, ferro (realizados no Sistema de
Quimica Clinica Dimension® EXL 200 da Siemens, utilizando os cartuchos de
reagentes Flex®), insulina foi determinada por ensaio imunoldgico de microparticulas
de quimiluminescéncia (CMIA, ARCHITECT; Abbott Laboratory, Abbott Park, IL), o
calculo do HOMA-IR foi realizado utilizando a férmula (insulina mUI/L x glicemia
mmol/L/402) para avaliar a Rl dos participantes, segundo HAFFNER et al. (1996),
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PCR (utilizando o equipamento Architect® c8000 da Abbott, com o reagente
MULTIGENT CRP Vario), ferritina (analisada no Alinity i analyzer da Abbott, utilizando
o Alinity i Ferritin Reagent). Além disso, os parametros hematoldgicos, incluindo
leucdcitos, plaquetas, VHS (analisados no analisador Yumizen H1500 da Horiba).
Todas as analises seguiram as recomendagdes dos fabricantes para garantir a

precisdo e a consisténcia dos resultados.

5.7 PARAMETROS DE EO E EN

5.7.1 Determinagao dos produtos avang¢ados de oxidagao proteica (AOPP).

As concentragbes plasmaticas de AOPP foram determinadas
utilizando o método de colorimetria semiautomatizado descrito por Hanasand et al.
(2012). Neste método, o reagente é preparado com iodeto de potassio (Kl) a 1,16 M
em agua deionizada e acido acético para analise. As amostras de soro sdo diluidas
1:5 com uma solugdo de PBS. Em seguida, uma curva de calibragdo € construida
utilizando padrbes com concentragdes de 6.25, 12.5, 25, 50 e 100 umol, conhecidas
de AOPP. Apds a adigao dos reagentes e amostras, a leitura foi feita em uma leitora
de microplacas, modelo EnSpire da marca Perkin EImer®, no comprimento de onda
de 340 nm. As concentragdes de AOPP foram expressas em micromoles por litro

(umol/L) de equivalentes de cloramina.

5.7.2 Determinacgao de metabodlitos de 6xido nitrico (NOx).

A quantificagdo dos subprodutos de NOx no soro foi realizada através
da determinagao da concentracao de nitritos. O NO é uma molécula instavel que se
degrada rapidamente em nitratos e nitritos no soro. Para quantificar o NO, foi utilizado
um meétodo baseado na reducdo de nitratos a nitritos. Essa reacdo ocorre entre o
nitrato na amostra e um sistema de reagentes cadmio-cobre, seguido por uma etapa
de diazotacao e deteccao colorimétrica do azocomposto formado com o reagente de
Griess. A concentragao de NOx foi medida em uma leitora de microplaca da Perkin
Elmer® a 540 nm e expressa em pM. O método de deteccao de nitritos utilizado foi
considerado confiavel e sensivel para avaliar os niveis de NO, fornecendo

informacgdes relevantes sobre a produ¢ado de NO em diferentes contextos fisiolégicos
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e patoldgicos. Esse método foi baseado em pesquisas anteriores descritas por

Navarro-Gonzalvez, Garcia-Benayas e Arenas (1998) e Panis et al. (2011).

5.7.3 Grupamento Sulfidrila (SH).

O método de colorimetria descrito por Hu (1994), adaptado para
microplaca por Taylan e Resmi (2010), foi utilizado para determinar a concentragao
sérica de SH. Esses grupos estdo associados a proteinas, como a albumina, e
ocorrem em compostos n&o protéicos, como glutationa e cisteina livre. A reagao entre
os grupos SH e o acido 2,2-ditiobisnitrobenzdéico (DTNB) resulta na formagao de acido
5-tio-2-nitrobenzéico (TNB), que possui uma cor amarela detectavel por
espectrofotometria a 412 nm. A redugéo da concentragao de grupos SH plasmaticos
pode indicar danos oxidativos, sendo geralmente reduzida em pacientes com doengas

como doenga arterial coronariana e artrite reumatoide.

5.7.4 Capacidade antioxidante total plasmatica (TRAP).

A TRAP foi avaliada por meio da técnica de quimiluminescéncia (QL),
adaptada do método descrito por Repetto et al. (1996). Essa metodologia permite a
deteccao de antioxidantes hidro e lipossoluveis presentes no plasma. O ensaio foi
realizado adicionando-se ao meio de reac¢ao (1,8 mL de tampao glicina 0,1 M, pH 8,6)
100 pL de luminol em solugao aquosa 200 uM, 5 uL de soro diluido 50% em tampao
glicina e 100 uL de solucdo aquosa de 2,2’ azo-bis (2-amidinopropano) 200 mM, que
reage com os radicais livres gerados durante a oxidagao de lipideos e proteinas,
produzindo quimiluminescéncia. A reacdo € inibida pela acdo de enzimas
antioxidantes, como a SOD, a CAT e analogos da vitamina E. A adi¢cao do plasma ao
meio de reacao reduz a quimiluminescéncia, e o tempo necessario para a recuperagao
dos niveis iniciais de quimiluminescéncia é proporcional a TRAP.

Para quantificar a TRAP, o sistema foi calibrado utilizando um analogo
de vitamina E chamado Trolox. O tempo de indug¢ao apds a adicdo de concentragbes
conhecidas de Trolox e plasma permite obter valores de TRAP em equivalentes de
Trolox. Os resultados foram expressos em micromoles de Trolox. Esse experimento
foi conduzido em uma leitora Victor® - Perkin Elmer, utilizando um modo de contagem

nao coincidente por 30 minutos, com uma faixa de resposta entre 300 e 620 nM.
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5.7.5 Determinagao da superoéxido dismutase (SOD).

A atividade da enzima SOD nos eritrocitos foi determinada utilizando
o0 método do pirogalol descrito por Marklund e Marklund (1974). Esse método se
baseia na capacidade da SOD em inibir a oxidagao do pirogalol, que € monitorada por
meio da leitura da reacdo em uma leitora de microplacas no comprimento de onda de
420 nm, utilizando o modelo EnSpire da marca Perkin EImer®. Os resultados da
atividade da SOD foram expressos em unidades por miligrama de hemoglobina
(U/mgHb). A SOD desempenha um papel crucial na protecéo das células contra o EO,
convertendo o O2+- em H202 e oxigénio (MCCORD; FRIDOVICH, 1969).

5.7.6 Determinacgao da catalase (CAT).

A atividade da enzima CAT foi analisada por meio da medida do
decaimento na concentragdo de H202 e da geracdo de oxigénio. Esse método é
baseado na técnica descrita por Aebi (1984). A reagao da CAT foi lida em uma leitora
de microplacas, no comprimento de onda de 240 nm, utilizando o modelo EnSpire da
marca Perkin EImer®. Os resultados da atividade da CAT foram expressos em
unidades por miligrama de hemoglobina (U/mgHb). A CAT desempenha um papel
importante na protegdo das células contra o EO, convertendo o H202 em agua e
oxigénio (KONO, 1978).

5.7.7 Determinagao da glutationa peroxidase (Gpx).

A atividade da enzima GPx foi determinada utilizando o método
descrito por Sies (1999). Nesse método, a atividade da GPx é medida pelo decréscimo
de absorbancia resultante da oxidagdo do NADPH durante a reduc&o da glutationa
oxidada catalisada pela glutationa redutase. A leitura da absorbancia foi realizada em
uma leitora de microplacas no comprimento de onda de 340 nm, a uma temperatura
de 30°C.
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5.7.8 Determinacao da atividade da paraoxonase1 (PON-1).

A atividade da enzima PON-1 total foi determinada, utilizando o
meétodo descrito por Richter et al. (2008). A leitura da reacao foi realizada em uma
leitora de microplacas Perkin EImer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA), utilizando
um comprimento de onda de 270 nm, em diferentes condigdes de concentracao de
sal. O procedimento consistiu em realizar 16 leituras com intervalos de 15 segundos
entre elas, durante um periodo de 4 minutos, com a temperatura mantida a 25°C. A

atividade total da PON-1 foi expressa em unidades por mL (U/mL).

5.8 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi feita pelos testes de Shapiro-Wilk
e Levene, para avaliagdo da distribuicdo dos dados e homogeneidade,
respectivamente. A analise de tabelas de contingéncia (teste x2) foi empregada para
avaliar as associagdes entre variaveis categoricas, enquanto a analise de variancia
(ANOVA) foi empregada para avaliar diferencas em variaveis continuas entre os
grupos de tratamento. Analise entre os grupos com e sem SM foi realizado o teste
One-Way Anova ou teste de Mann-Whitney. A correlagao das variancias foi realizada
pelo teste de Correlagdo de Pearson. O valor p<0,05 foi utilizado para significancia
estatistica. As analises estatisticas foram realizadas no IBM Statistical Package for
the Social Science (SPSS) Windows versao 25.
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ABSTRACT

Aims: Crohn’s disease (CD) shows continuous inflammation in the gastrointestinal
tract. The presence of visceral fat, common in CD, points to a possible link between
metabolic syndrome (MS) and intestinal inflammation. This can lead to the
development of oxidative stress (OS) in patients affected by these conditions. This
study aimed to analyze and compare the levels of biochemical, inflammatory and OS
and nitrosative biomarkers between two groups of patients with CD with or without
MS. Materials and Methods: Laboratory tests and OS assays were performed by
the Laboratory of Clinical Analysis and the Graduate Laboratory of the University
Hospital of Londrina in adequately prepared serum and red blood cells samples from
patients with CD with MS (n=24) and CD without MS (n=63). Results: The group with
CD with MS had higher age, BMI, AC, frequency of hypertension, DM and dyslipidemia
than the group without MS. There was greater use of antihypertensive, hypoglycemic
and lipid-lowering drugs in the group with MS. Levels of TRI, GLU, insulin and ALT
increased in patients with MS. The OS marker, AOPP showed higher levels in the DC
group with MS. Conclusion: This study provides evidence that there is an influence
of MS on the inflammatory and redox state of patients with CD, highlighting the AOPP
that showed to be a sensitive marker of OS in this context.

Keywords: Obesity, Crohn's disease, Antioxidants, Oxidative Stress, Metabolic

Syndrome.
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1. Introduction

Crohn's disease (CD) is a recurrent inflammatory disease that affects the
gastrointestinal tract, incurable by clinical or surgical treatment, and can manifest
anywhere from the mouth to the anus. The inflammation is progressive, uni or
multifocal, of variable intensity and transmural and can affect all segments of the
gastrointestinal tract, the most common being the terminal ileum and the colon,
impairing intestinal function and potentially leading to disability [1].

Initially, malnutrition was a predominant feature in these individuals, due to
malabsorption of nutrients resulting from intestinal damage and surgery. However, in
recent decades, there has been a drastic change in the profile of these patients, with
a notable increase in the prevalence of obesity. This has been associated with a
number of additional complications, including an increased risk of cardiovascular
disease, Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) and CD-specific complications such as
early relapses, perianal disease, frequent hospitalizations and post-surgical
complications [2].

Adipose tissue has emerged as an active endocrine organ with a critical role in
metabolic syndrome (MS) and in regulating inflammation. The accumulation of
visceral fat, which is marked in obesity and CD, suggests an important connection
between MS and intestinal inflammation [3].

The MS, in turn, comprises a diversity of cardiovascular risk factors, including
atherogenic dyslipidemia, abnormal glucose tolerance, hypertension and visceral
obesity, all strongly associated with insulin resistance. The presence of MS and its
components increases the risk of complications related to T2DM, promoting an early
increase in the risk of developing cardiovascular diseases and atherosclerosis [4].

The main pathological feature of CD is inflammation which can affect the entire
gastrointestinal tract, presenting periods of crisis and periods of remission during the
course of the disease, a process strongly linked to the generation of reactive
metabolites such as reactive nitrogen species (RNS) and reactive oxygen species
(ROS). The first defense against oxidizing agents in cells is the production of
antioxidants; however, when there is chronic oxidative stress (OS), the resources of
antioxidant defenses can fail and their ability to produce more antioxidants is impaired
[5,6].
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Advanced oxidation protein products (AOPP) are derivatives of albumin,
fibrinogen, and oxidation-modified lipoproteins, formed mainly by the
myeloperoxidase/H202/halide system in an OS environment. AOPP contains
dityrosine, carbonyl groups and cross-linking, and is mainly eliminated by the liver and
spleen. They are recognized as markers of oxidative damage, OS intensity and
inflammation. Although they are formed in small amounts during life, their
concentrations increase with age. In pathological conditions such as MS and CD,
AOPP concentrations are significantly higher, relating to oxidant-antioxidant
imbalance and inflammation. The determination of AOPP levels is a simple and fast
method, which can be useful as a marker to collaborate, along with other markers, in
the diagnosis and monitoring of disorders [7]

In the context of CD, where nutrient absorption can be impaired during the
acute phase of the disease, monitoring serum levels of these antioxidants is essential.
This highlights the importance of assessing and understanding OS in CD, a condition
in which ROS play a relevant role.

To date, we are not aware of studies that have evaluated patients with CD with
the presence or absence of other risk factors for MS. So, this study is important
because it evaluates several metabolic, inflammatory and OS parameters in this
population and so far, no work have shown these markers in these conditions.
Therefore, the aim of this study was to evaluate OS and nitrosative stress (NS) in
patients with CD and to correlate clinical, metabolic, and inflammatory parameters with
biomarkers OS/NS markers, analyzing whether there is a difference in these

parameters between patients with and without MS.

2. Methodology
2.1 Ethical aspects

The study was approved by the Ethics Committee for Research Involving
Human Beings of the State University of Londrina (UEL) (CAAE.
91833018.2.0000.5231), CEP/UEL n° 2.767.257 (Annex A). The individuals were
invited to take part in the study voluntarily and signed an informed consent form. This
study was conducted in accordance with the guidelines set out in the Declaration of
Helsinki.
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2.2 Study design and sampling

This is a cross-sectional study where 87 individuals with a diagnosis of CD were
selected, which were divided into two groups: 1- CD with MS (n=24), 2- CD without
MS (n=63) attended by the outpatient Gastroenterology of the Outpatient Specialty
Hospital of Londrina, from June 2018 to May 2019.

Individuals of both sexes (men = 37) and (women = 50) aged between 18 and
76 years were included in the study. Information regarding lifestyle and medical history
were obtained from clinical evaluation of each patient and electronic medical record
through the Medview software. The following factors were considered exclusion
criteria in both groups: age below 18 years, presence of autoimmune diseases,
cardiovascular diseases, chronic kidney disease, chronic liver disease, neoplasms

and acute or chronic infectious diseases, use of antioxidants.

2.3 Diagnosis of Crohn’s disease (CD)

Diagnoses of CD were established through a comprehensive clinical approach,
which involved the combined assessment of endoscopic, histological and biochemical
investigations. This diagnostic strategy was adopted on the basis of the guidelines of
the third European consensus, which is based on scientific evidence and provides up-
to-date guidelines for the diagnosis and management of CD. The combination of these
different investigation methods allows for a holistic approach to the accurate diagnosis
of CD and helps differentiate between CD and other conditions with similar symptoms
[8].

In the clinical assessment of CD, various symptoms were considered, such as
increased frequency and altered consistency of stools, presence of diarrhea with
mucus and blood, abdominal pain, tenesmus (feeling of incomplete emptying), fecal
urgency, as well as the presence of fever, fatigue and loss of appetite. Factors such
as previous use of certain medications, history of intestinal infectious diseases, family
history of CD or ulcerative colitis (CRU) and colorectal cancer, as well as the presence
of extraintestinal manifestations such as rheumatological, dermatological and
ophthalmic involvement, among others, were also considered. Patients underwent
video colonoscopy with ileoscopy or videorectal sigmoidoscopy (EC-250HL5
videocolonoscope - EPX 2500 Fujinon system, Tokyo, Japan) to assess the

endoscopic activity of IBD, with prior intestinal preparation with 20% mannitol as



0o N oo o0~ WN -

11
12
13
14
15

16
17
18

19
20
21
22
23

24
25
26
27

28
29
30
31
32
33
34
35

46

already carried out according to the protocol of the Gastroenterology outpatient clinic
of the University Hospital Specialties Outpatient Clinic (AEHU). Videocolonoscopy
allows direct visualization and biopsy of the mucosa of the rectum, colon and terminal
ileum [9].

The CDAI was used to assess CD activity [10]. The CDEIS was used for the
endoscopic evaluation of CD activity [11].

In the histopathological analysis, the microscopic diagnosis of CD was based
on the finding of focal and discontinuous chronic inflammation, focal irregularity of
crypts and granulomas (not related to crypt lesion). The same characteristics in
addition to villous architectural irregularity can be used for samples from the terminal
ileum [8].

As complementary methods for assessing the extent and location of CD in the
small intestine, contrast radiographs of small intestine morphology and computed

tomography enterography were performed [8].

2.4 Diagnosis of Metabolic Syndrome

The MS diagnosis was made using the National Education Program on Adult
Cholesterol - Treatment Panel [ll (NCEP-ATP IIl) definition, represented by a
combination of at least three of the following components: abdominal obesity through
abdominal circumference (men > 102cm/women > 88cm); triglycerides = 150mg/dL;
HDL cholesterol (men < 40mg/dL/women < 50 mg/dL); blood pressure (= 130 mmHg
or = 85 mmHg); fasting glucose (100 mg/dL).

2.5 Collection of biological material

After a fasting period of 12 hours, subjects were submitted to the collection of
13mL of blood by venous puncture: 6 mL in vacuum tubes (VACUETTE) containing
EDTA to perform the parameters total leukocytes, neutrophils, platelets, determination
of enzymatic activities of total radical-trapping antioxidant potential (TRAP), SOD,
CAT, GPx and PON-1 and 7ml of blood in tubes with vacuum (VACUETTE) without
anticoagulant for the performance of biochemical and inflammatory markers (CRE,
AST, ALT, CRP, ferritin, serum iron, ALB, ESR, total protein, insulin, GLU, model for
assessing insulin resistance homeostasis (HOMA-IR), LDL, HDL, TC, TRI, total
leukocytes, platelets and hemoglobin) and OS (AOPP, NOx, SH, TRAP, SOD, CAT,
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GPx, PON1). For the OS tests the samples were separated and stored at -80 C until

the moment of analysis, the other tests were done on the day of collection.

2.6 Biochemical and inflammatory parameters

Laboratory analysis of biochemical parameters, including TC, HDL, TRI, GLU,
AST, ALT, CRE, total protein, albumin, iron (performed at Siemens Dimension. EXL
200 Clinical Chemistry System, using Flexreagent cartridges), LDL (was calculated by
the Friedwald equation / LDL= TC - (HDL+TRI/5)), insulin was determined by
immunological assay of chemiluminescence microparticles (CMIA, ARCHITECT;
Abbott Laboratory, Abbott Park, IL), HOMA-IR was also calculated using the formula
(insulin mUI/L x glycemia mmol/L/402) to assess participants' IR, according to Haffner
et al. (1996) [12]. CRP (using Abbott’s Architect' C8000 equipment, with the reagent
MULTIGENT CRP Vario), ferritin (analyzed in Abbott’s Alinity i Analyzer using Alinity
i Ferritin Reagent). In addition, hematological parameters including leukocytes,
platelets, ESR (analyzed in Horiba’s Yumizen H1500 analyzer). All analyses followed

manufacturers' recommendations to ensure accuracy and consistency of results.

2.7 Oxidative and nitrosative stress parameters

2.7.1 Determination of advanced oxidation protein products (AOPP).

Plasma concentrations of AOPP were determined using the semi-automated
colorimetry method described by Hanasand et al. (2012) [13]. In this method, the
reagent is prepared with potassium iodide (Kl) at 1.16 M in deionized water and acetic
acid for analysis. The plasma samples are diluted 1:5 with a PBS solution. A
calibration curve is then constructed using standards with known concentrations of
6.25, 12.5, 25, 50 and 100 uymol of AOPP. After adding the reagents and samples,
they were read on a Perkin EImer® EnSpire microplate reader at a wavelength of 340
nm. AOPP concentrations were expressed in micromoles per liter (umol/L) of

chloramine equivalents.

2.7.2 Determination of nitric oxide metabolites (NOx).

Quantification of nitric oxide metabolites (NOx) in plasma was carried out by
determining the concentration of nitrites. Nitric oxide (NO) is an unstable molecule that

rapidly degrades into nitrates and nitrites in serum. To quantify NOx is a method based
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on the reduction of nitrates to nitrites and could be used to determine this gas. This
reaction takes place between the nitrate in the sample and a system of cadmium-
copper reagents, followed by a diazotation step and colorimetric detection of the
azocompound formed with the Griess reagent. The NOx concentration was measured
on a Perkin EImer® microplate reader at 540 nm and expressed in uM. The nitrite
detection method used was considered reliable and sensitive for assessing NO levels,
providing relevant information on NO production in different physiological and
pathological contexts. This method was based on previous research described by
Navarro-Gonzalvez, Garcia-Benayas and Arenas (1998) and Panis et al. (2011)
[14,15].

2.7.3 Sulfhydryl group (SH)

The colorimetry method described by Hu, adapted for microplates by Taylan
and Resmi (2010) [16], was used to determine the concentration of sulfhydryl groups
(SH) in plasma. These groups are associated with proteins, such as albumin, and also
occur in non-protein compounds, such as glutathione and free cysteine. The reaction
between SH groups and 2,2-dithiobisnitrobenzoic acid (DTNB) results in the formation
of 5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB), which has a yellow color detectable by
spectrophotometry at 412 nm. The decrease in levels of SH groups can indicate
oxidative damage and is generally reduced in patients with diseases such as coronary

artery disease and rheumatoid arthritis [17].

2.7 .4 Total plasma antioxidant capacity (TRAP).

TRAP was assessed using the chemiluminescence (QL) technique, adapted
from the method described by Repetto et al. (1996) [18]. This methodology allows the
detection of hydro- and liposoluble antioxidants present in plasma. The test was
carried out by adding to the reaction medium (1.8 mL of 0.1 M glycine buffer, pH 8.6)
100 pL of luminol in a 200 yuM aqueous solution, 5 uL of serum diluted 50% in glycine
buffer and 100 pyL of a 200 mM aqueous solution of 2,2"' azo-bis (2-amidinopropane),
which reacts with the free radicals generated during the oxidation of lipids and
proteins, producing chemiluminescence. The reaction is inhibited by the action of
antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and

vitamin E analogues. The addition of plasma to the reaction medium reduces
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chemiluminescence, and the time taken for initial chemiluminescence levels to recover
is proportional to the TRAP.

To quantify TRAP, the system was calibrated using a vitamin E analog called
Trolox. The induction time after the addition of known concentrations of Trolox and
plasma allows TRAP values to be obtained in Trolox equivalents. The results were
expressed in micromoles of Trolox. This experiment was conducted on a Victor® -
Perkin Elmer reader, using a non-coincident counting mode for 30 minutes, with a

response range between 300 and 620 nM.

2.7.5 Determination of superoxide dismutase (SOD)

The activity of the enzyme SOD in erythrocytes was determined using the
pyrogallol method described by Marklund and Marklund. This method is based on
SOD's ability to inhibit the oxidation of pyrogallol, which is monitored by reading the
reaction on a microplate reader at a wavelength of 420 nm, using the Perkin Elmer®
EnSpire model. The results of SOD activity were expressed in units per milligram of
hemoglobin (U/mgHb). SOD plays a crucial role in protecting cells against OS,

converting superoxide into hydrogen peroxide and oxygen [19,20].

2.7.6 Determination of catalase (CAT)

The activity of the enzyme CAT was analyzed by measuring the decay in the
concentration of hydrogen peroxide (H202) and the generation of oxygen. This
method is based on the technique described by Aebi. The CAT reaction was read on
a microplate reader at a wavelength of 240 nm, using the Perkin Elmer® EnSpire
model. The CAT activity results were expressed in units per milligram of hemoglobin
(U/mgHb). CAT plays an important role in protecting cells against OS by converting

hydrogen peroxide into water and oxygen [21,22].

2.7.7 Determination of glutathione peroxidase (Gpx)

The activity of the enzyme glutathione peroxidase (GPx) was determined using
the method described by Sies. In this method, GPx activity is measured by the
decrease in absorbance resulting from the oxidation of Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Reduced Phosphate (NADPH) during the reduction of oxidized
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glutathione catalyzed by glutathione reductase. The absorbance was read on a

microplate reader at a wavelength of 340 nm, at a temperature of 30°C [23].

2.7.8 Determination of paraoxonase-1 (PON-1) activity

The total activity of the enzyme PON-1 was determined using the method
described by Richter et al. The reaction was read on a Perkin EImer® microplate
reader, model EnSpire (Waltham, MA, USA), using a wavelength of 270 nm, under
different salt concentration conditions. The procedure consisted of taking 16 readings
with 15-second intervals between them, over a period of 4 minutes, with the
temperature maintained at 25°C. The total activity of PON-1 was expressed in units
per mL (U/mL) [24].

2.8 Statistical analysis

The statistical analysis of the data was made by the Shapiro-Wilk and Levene
tests, to evaluate the distribution of the data and homogeneity, respectively.
Contingency table analysis (x2 test) was used to assess associations between
categorical variables, while variance analysis (ANOVA) was used to assess
differences in continuous variables between treatment groups. One-Way Anova test
or Mann-Whitney test was performed between the groups with and without MS.
Correlation of variances was performed by the Pearson correlation test. The p-value
<0.05 was used for statistical significance. Statistical analyses were performed on the
IBM Statistical Package for the Social Science (SPSS) Windows version 25.
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3. Results

Table 1 shows the clinical and anthropometric data between CD patients with
and without MS. We observed that the group with MS was older (p=0.001) than the
group without MS, the group with MS had higher body mass index (BMI) values
(p=0.001), as well as abdominal circumference (AC) (p=0.001). In terms of associated
comorbidities, the MS group had a higher frequency of hypertension, DM and
dyslipidemia than the non-MS group, as expected (p=0.001). Regarding the use of
medication, there was greater use of antihypertensive, hypoglycemic and lipid-

lowering drugs in the MS group (p=0.001)

Table 1 Analysis of clinical and anthropometric data between CD patients with and
without MS

Patients with  Patients without

Variables MS (n=24) MS (n=63)  FIX2 D P
Age (years) 53,05:240  41,60+1,96 11927 1 0,001
BMI (Kg/m?) 29,5610,71  24,56+0,47 25083 1 0,001
AC 101,0041,85  86,79+1,56 23701 1 0,001
Ethnicity (C/nC)  17/7 43/20 0,054 1/87 0,817
Sex (F/M) 18/6 32/31 4,160 1/87 0,053
SAH (N/Y) 7117 52/11 22,68 1/87 0,001
DM (N/Y) 1113 63/0 40,120  1/87 0,001
Dyslipidemia 1113 63/0 40120  1/87 0,001
(N/Y) : :
?2&’;"3’,\'§;§?”° 23/1 62/1 0,515 1/87 0,478
Smoker (N/Y) 22/ 53/10 0,831 1/87 0,498
Drinker (N/Y) 20/4 47/16 0,748 1/87 0,570
Use of
antihypertensiv 77 52/11 22,68 1/87 0,001

es (N/Y)
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Use of

hypoglycemic 10/14 62/1 39,221 1/87 0,001
agents (N/Y)

Use of lipid-

lowering agents 13/11 63/0 30,054 1/87 0,001
(N/Y)

Use of

antidepressants 23/1 55/8 1,364 1/87 0,434
(N/Y)

Use of

aminosalicylate 19/5 49/14 0,020 1/87 1,000
(N/Y)

Use of

immunosuppres 10/14 19/44 1,036 1/87 0,321
sants (N/Y)

Use of

MESA_SSZ 2/0 12/1 0,165 1/15 0,867
(N/Y)

Use of

AZA MTX 14/0 41/2 0,675 1/57 0,566
(N/Y)

Use of

corticosteroids 23/1 56/7 1,004 1/87 0,249
(N/Y)

Use of

ANTI_TNF 9/15 28/35 0,343 1/87 0,368
(N/Y)

Use of

INFLIXI_ADALI 8/7 13/22 1,130 1/50 0,226
_CERTO (N/Y)

Use of

ANTI_IL12_IL2 20/0 39/1 0,508 1/60 0,667
3 (N/Y)

All results are shown as mean (EPM). P<0,05. CD: Crohn’s Disease; SM: Metabolic
Syndrome; BMI: Body Mass Index; AC: Abdominal Circumference; C/nC: Caucasian/
non-Caucasian; F/M: female/male; PON1: Paraoxonase-1; SAH: Systemic Arterial
Hypertension; T2DM: Type 2 Diabetes Mellitus; MESA SSZ: Mesalazina; AZA_MTX:
azatioprina and metotrexato; ANT_TNF: Anti factor of tumor necrosis;
INFLIXI_ADALI_CERTO: Infliximabe; Anti interleukin 12 and interleukin 23; N: Not; Y:
Yes; N: number.
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Table 2 shows the biochemical and inflammatory markers among patients with
CD with and without MS. It was observed that the levels of TRI, Glucose, Insulin, ALT
(p =0.001) and AST (p = 0.011) were increased in the group of patients with CD with
MS when compared to patients without MS. The other parameters showed no

difference between two groups.

Table 2 Analysis of biochemical and inflammatory data between CD patients with and
without MS.

Patients with Patients without

Variables MS (n=24) MS (n=63) F/X2  df P

TC (mg/dL) 180,52+10,39 165,50+4,73 2,226 1 0,139
HDL (mg/dL) 45,66+1,83 50,80+1,71 3265 1 0,074
LDL (mg/dL) 105,2318,24 97,6313,99 1,339 1 0,251
TRI* (mg/dL) 174,14+15,52 86,5916,73 23,869 1 0,001
Glucose* (mg/dL) 117,9047,72 87,92+0,90 53,621 1 0,001
Insulin* (mcUl/mL) 12,27+1,54 7,7610,54 11,418 1 0,001
HOMA-IR (insulin mUI/L 1,64 (0,68- 1,86 (0,23- 2,041 1 0,157
x glycemia mmol/L/402) 2,74) 6,12)

AST* (U/L) 28,61+3,80 21,09+1,01 6,811 1 0,011
ALT* (U/L) 41,19+4,98 26,01+1,35 11,664 1 0,001
Creatinine (mg/dL) 0,84+0,05 0,86+0,02 0,822 1 0,367
Total proteins (g/dL) 7,521+0,14 7,35+0,07 1,841 1 0,178
Albumin (g/dL) 3,7940,07 3,7910,05 0,244 1 0,622
Iron (mg/L) 77,57+5,67 85,0515,69 1,286 1 0,260
CRP (mg/dL) 5,59+1,45 4,60+0,83 0,244 1 0,623
ESR (mm/h) 25,68+4,88 16,57+2,20 2340 1 0,130
Ferritin (mcg/L) 103,37+13,99 108,11+13,21 1,585 1 0,212

All results are shown as mean (EPM) or median (minimum value-maximum value).
P<0,05. * Data transformed into NL: Neperian Logarithm; CD: Crohn’s Disease; MS:
Metabolic Syndrome; TC: Total cholesterol; HDL: High-density lipoprotein; LDL: Low-
density lipoprotein; TRI: Triglycerides; HOMA-IR: Model for Assessing Insulin
Resistance Homeostasis; AST: Aspartate aminotransferase; ALT: Alanine
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aminotransferase; CRP: C-reactive protein; ESR: erythrocyte sedimentation rate; N:
number.

Table 3 presents the hematological data of patients with CD with and without
MS. When the groups were compared, there were no significant differences between

them, considering the hematological hemoglobin, leukocytes and platelets.

Table 3 Analysis of hematological data between CD patients with and without MS.

Patients with Patients without
Variables MS (n=24) MS (n=63) F/IX2 df P

Hemoglobin (g/dL) 13,25+0,30 13,77+0,25 0,359 1 0,550

Leucocytes counting 6465,00+399,62 5902,08+327,36 0,615 1 0,435
(mmd)

Platelets (mm?3) 269,50+18,59 243,20+7,83 1,730 1 0,192

All results are shown as mean (EPM). P<0,05. CD: Crohn’s Disease; MS: Metabolic
Syndrome; N: number.

Table 4 shows the OS biomarkers among CD patients with and without MS.
Higher levels of the AOPP (p=0,001) were observed in the MS group when compared
to the group without MS. The other parameters showed no statistical difference

between the groups.

Table 4 Analysis of OS biomarkers between CD patients with and without MS.

Patients with Patients without

Variables MS (n=24) MS (n=63) F/X?2 Df P

SOD

(activity/gHb/min)* 71,39+12,82 63,19+7,61 0,373 1 0,543
CAT (abs/min/gHb) 30,68+2,38 32,1411,66 0254 1 0,616

147,42 (72,94- 160,01 (75,12-

PONT1 total (U/mL) 268,69) 345,13) 0,854 1 0,310
SH (umol/L) 191,02£13,60  219,6049,79 2367 1 0,128
TG (mM/gHb) 6,76+0,29 6,98+0,16 0483 1 0,489
GSH (mM/gHb) 5,95+0,20 6,15+0,13 0,810 1 0,371

GSSH (mM/gHb)* 0,40+0,89 0,41+0,04 0,001 1 0,981
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AOPP (umol/L/eq.

HMOL 97,73+6.89 78,79+1.87 13,276 1 0,001
Cloramin T)

NOXx (umol/L)* 8,99+1,80 6,73+0,28 1427 1 0,236
TRAP (umol 7372444127 71535+2302 0389 1 0534
trolox/mg/dL)

All results are shown as mean (EPM) or median (minimum value-maximum value).
P<0,05. *Data processed in LN transformation. LN: Neperian Logarithm; OS:
Oxidative Stress; CD: Crohn’s Disease; MS: Metabolic Syndrome; SOD: Superoxide
Dismutase; PON1 total: Total Paraoxonase; SH: Sulfhydryl Group; TG: Total
Glutathione; GSH: Reduced Glutathione; GSSH: Oxidized Glutathione; AOPP:
Advanced Oxidation Protein Products; NOx: Nitric Oxide Metabolites; TRAP: Total
plasma antioxidant capacity; N: number.

Table 5 and 6 shows the results of Pearson's correlation analysis between
metabolic and biochemical parameters correlated with OS biomarkers in the groups
with CD in the presence or absence of MS. AOPP showed a positive correlation with
TC (r=0.258), TRI (r=0.550), GLU (r=0.346), AST (r=0.323) and ALT (r=0.278). The
levels of NOx showed a positive correlation with TRI (r=0.258), GLU (r=0.388), AST
(r=0.415), ALT (r=0.345) and CRE (r=0.415). TRAP showed an inversely correlation
with platelets (r=-0.226), while with CRE showed a positive correlation (r=0.348). The
sulfhydryl group (SH) showed an inversely correlation with leukocytes (r=-0.247) and
ERS (r=-0.228), while with ALB it showed a positive correlation (r=0.313). Glutathione
levels showed a positive correlation with CRE (r=0.243). GSH levels showed an
inversely correlation with GLU (r=-0.252). CAT showed an inversely correlation with
hemoglobin (r=-0.246), TRI (r=-0.240) and ALT (r=-0.332). SOD showed a positive
correlation with insulin levels (r=0.221). PON1 total showed a positive correlation with
hemoglobin (r=0.282) and leukocytes (r=0.212).
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Table 5 The Pearson correlation coefficient between metabolic and biochemical
parameters with the oxidant biomarkers of OS between the groups with DM with and

without MS.
AOPP (umol/L) NOX (umol/L)
Hemoglobin (g/dL) 0,074 0,076
Leucocytes (mm?) 0,137 0,008
Platelets (mm3) 0,019 0,083
ESR (mm/h) 0,028 0,153
TC (mg/dL) 0,258* 0,167
HDL (mg/dL) 0,006 -0,001
LDL (mg/dL) 0,164 0,182
TRI (mg/dL) 0,550 0,256*
Glucose (mg/dL) 0,346* 0,388*
Insulin (mcUl/mL) 0,063 -0,027
AST (U/L) 0,323* 0,415*
ALT (U/L) 0,278* 0,345*
Total proteins (g/dL) 0,139 0,186
Albumin (g/dL) 0,190 0,074
Ferritin (mcg/L) -0,074 0,053
Iron (mg/L) 0,105 -0,041
CRP (mg/dL) -0,035 0,112

* P <0,05. ESR: erythrocyte sedimentation rate; TC: Total Cholesterol; HDL: High-
density lipoprotein; LDL: Low-density lipoprotein; TRI: Triglycerides; AST: Aspartate
aminotransferase; ALT: Alanine aminotransferase; CRP: C-Reactive Protein; AOPP:

Advanced Protein Oxidation Products; NOx: Nitric Oxide Metabolites; N: number.
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Table 6 The Pearson correlation coefficient between metabolic and biochemical parameters with antioxidant biomarkers of EO
between groups with DM with and without MS.

TG GSH GSSH SOD PON1
-Ic-isél\'fo%y)l ( ?nl—él) (miliMolar/ (miliMolar/ (miliMolar/ (U/cr;nA-II-|b) (USOD/gHb/ total
H gHb) gHb) gHb) 9 minuto) (U/mL)
Hemoglobin (g/dL) 0,199 0.157 0,119 0,096 0,075 -0,246" 0.134 0,282*
Leucocytes (mm?) 0.110 -0,247* -0.155 -0.168 -0.039 0-.153 -0,094 0.212*
Platelets (mm?) -0,226* -0,009 -0.042 .0.016 -0.051 0.120 -0.097 -0,004
ESR 0,059 -0,228* -0,205 0,147 -0,154 0.185 -0,060 -0,086
(mm/h)
TC 0,112 0,141 0,031 0,024 0,021 -0,139 -0,059 0.154
(mg/dL)
HDL -0,060 -0,012 -0.137 0,125 -0,066 0,042 0,009 0,052
(mg/dL)
LDL 0,132 0,041 0,032 0,059 -0,023 0,111 -0,021 0.141
(mg/dL)
(Tn'?é L) 0,057 -0,196 -0.137 -0,146 -0,037 -0,240* -0,044 -0,033
Glicose (mg/dL) 0,006 0177 0,183 0,252 0,027 -0,033 -0.125 -0,028
Insulin (mcUl/mL) -0.055 0,025 -0.005 0,014 0.010 -0.105 0,221* 0,192
'(A\US/-I[) 0,188 -0,024 -0,062 -0,090 0,015 0,142 0.116 0,050
fUL/[) 0,158 -0,159 -0,085 -0,103 -0,007 -0,332* 0,096 0,073
(Tg;EjaL')pmte'”s 0,179 0,006 -0,088 -0,072 -0,053 0,028 0,054 0,029
g;’d“L”)““ 0,163 0,313 0,140 0.131 0,064 -0,104 0.021 0.129
Ferritin (mcg/L) 0,180 0,000 0,066 0,096 -0,015 -0,062 -0,006 -0,142
Iron 0,208 -0,022 0,065 0,073 0,013 -0,144 0,128 0,130
(mg/L)

CRP 0,117 -0,124 -0,001 0,055 -0,072 0,011 0,085 -0,076
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(mg/dL)

* P <0,05. ESR: erythrocyte sedimentation rate; TC: Total Cholesterol; HDL: High-density lipoprotein; LDL: Low-density lipoprotein;
TRI: Triglycerides; AST: Aspartate aminotransferase; ALT: Alanine aminotransferase; CRP: C-Reactive Protein; TRAP: Total plasma
antioxidant capacity; SH: Sulfhydryl Group; TG: Total Glutathione; GSH: Reduced Glutathione; GSSH: Oxidized Glutathione; CAT:
Catalase; SOD: Superoxide Dismutase; PON1 total: Paraoxonase1; N: number.
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4. Discussion

The main finding of this study was the greater presence of OS in the group with
CD and MS evidenced by high levels of AOPP when compared to the group without
MS. Previous data from our research group had already associated high levels of
AOPP with MS components. In this study, 76 individuals were selected to compare
protein oxidation measured by AOPPs with lipid peroxidation and to verify which
oxidative marker is more related to patients with MS. They demonstrated that there
was a strong correlation between the components of MS and AOPP, when compared
with the lipid peroxidation determined by chemiluminescence and the oxidation assay
of ferrous orange-xylene (FOX). In addition, this study associated an increase in the
number of MS components with greater influence on AOPP levels than on lipid
peroxidation markers [25]. This result may be related to the results of our study, in
which AOPP showed positive correlation with TC, TRI, GLU, AST and ALT,
biochemical markers associated with MS [26].

This same group had a higher prevalence of metabolic diseases such as
hypertension, T2DM, dyslipidemia and IR than patients with CD without MS. Proving
that OS plays a significant role in the pathogenesis of MS and in CD, especially in
manifestations such as IR, hypertension and dyslipidemia [4].

Elevated serum levels of AOPP in patients with CD were found in a study
conducted in ltaly by Luceri et al. (2019) [27], involving patients with CD and healthy
subjects. When protein/lipid oxidation products and total antioxidant capacity in serum
were evaluated, the results showed significantly higher levels of these in patients with
CD compared to controls. Specifically, serum AOPP levels in patients with CD showed
considerable difference in relation to healthy volunteers. Although in our study we did
not compare the group of patients with a healthy group, AOPP was still a sensitive
marker when compared to patients with CD and MS with the group of patients without
MS.

AOPPs are formed by the interaction between hypochlorous acid (HOCI),
produced by the enzyme myeloperoxidase (MPO), and albumin, the main protein
source. In addition to reflecting protein oxidative damage, AOPPs play an active role
as mediators of the inflammatory process, activating cells such as monocytes and
neutrophils. Thus, the AOPPs stand out among the other markers usually measured

to reflect the EO, since they can play crucial roles in the pathophysiology of various
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diseases. Its formation and capacity of cellular activation become important indicators
of oxidative and inflammatory imbalances in different pathological conditions [28,29].

The AOPP technique evaluates protein oxidation by detecting these permanent
products generated by protein oxidation. These structural changes modify the physical-
chemical and functional properties of proteins, affecting their normal biological
functions. The analysis of AOPP levels can be used as a marker for diagnosis and
monitoring of OS-related disorders, such as those present in CD and MS [30].

The other parameters of OS, both oxidant (NOx) and antioxidants (SH, TRAP,
SOD, CAT, GSH, GSSH and PON) showed no statistical difference between the
groups. Thus, it can be considered that given the chronic inflammation generated by
CD, these patients are in OS. However, there was no difference between the groups,
probably because the MS alone was not able to change the OS parameters.

A study by Bregenzer et al. (2006) [31] compared 17 patients with CD (age: 20-
50) and 13 healthy individuals (age: 20-47), analyzing their insulin responses through
an oral glucose tolerance test. GLU levels between groups did not show significant
differences. However, patients with CD showed a significant increase in insulin levels
and function of B cells, indicating hypersecretion of insulin. Divergent results were
found in our study regarding GLU levels in the MS group. On the other hand, regarding
insulin levels, the results were like the study. It can be related to the diagnostic criteria
for MS, which is related to IR, thus influencing other associated markers such as GLU
and TRI.

Hepatic markers also increased in the group with CD and MS, are not part of
the diagnosis of MS, but may have been influenced by changes in this condition.
Although these liver tests have higher levels in this group, in both groups the values
are not clinically elevated. Volp et al. (2008) [32] indicated an association with visceral
obesity, MS and its components, suggesting that liver damage is mediated by
hyperglycemia, possibly representing the hepatic element of MS. Individuals with this
condition may face an increased risk of developing cardiovascular diseases.

Our study showed a positive correlation between the biochemical parameters
of TRI, GLU with NOx. Conditions of hyperglycemia and hypertriglyceridemia in MS
trigger an increase in OS. Culminating in the activation of the iINOS pathway, which
produces more NO [33].

An experimental study in rats by Vega et al. (1998) [34] evaluating hepatic

perfusion. They observed that there was a decrease in the bioavailability of NO causing
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an increase in blood pressure due to vasoconstriction in the hepatic portal vein. With
this there was a liver injury due to lack of oxygenation, leading to increased ALT and
AST. We can make a possible relationship between the result of this study and the
result we obtained in our study, where the correlation between NOx with AST and ALT
was positive.

The nitric oxide synthetase (NOS) enzymatic system plays a crucial role in MS
and CD, because it is conditions that favor endothelial dysfunction, impairing vascular
tone and favoring arterial hypertension. In ideal physiological conditions, the calcium
(Ca?+)/calmodulin complex in the endothelium activates the eNOS pathway in the
presence of tetrahydrobiopterin (BH4), which by influence of NADPH together with O2,
will convert L-arginine into NO and citrulline allowing relaxation of smooth muscles of
blood vessels. However, under pathological conditions, which cause deficiency of L-
arginine substrate, Ca?+ or cofactors such as BH4, complete reduction of O2 to H20
does not occur, resulting in excessive generation of O2¢- via induced NO (iNOS) which
can produce up to a thousand times more NO than eNOS. The reaction between NO
and O2-- forms ONOO-, culminating in decreased bioavailability of NO. This results in
NOS decoupling and subsequent vasoconstriction [33,35].

CAT and ALT showed negative correlation. This correlation may be associated
with the processes of the operating system and the body’s response to conditions that
affect liver function, since ALT is an enzyme found mainly in the liver, being released
into the blood in case of liver damage. CAT is an antioxidant enzyme that plays a
crucial role in protecting liver cells from oxidative damage [36]. Therefore, a
corresponding increase in CAT activity can occur as part of the body’s antioxidant
response to protect the liver from further damage.

When we correlated CAT with hemoglobin, the result was also a negative
correlation. It is known that the presence and activity of CAT are essential to maintain
redox balance in blood cells and minimize oxidative damage caused by Eros, possibly
influencing hemoglobin levels. The same result was presented when CAT correlated
with TRI and may be associated with the regulation of CAT in TRI levels. Elevated
levels of TRI in the blood are linked to increased OS, and the presence of antioxidant
enzymes such as CAT is important to neutralize the OS associated with increased TRI
levels. Vavrova et al. (2013) [37], when comparing individuals with MS and healthy

individuals observed that individuals with MS presented significantly higher values of
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TRI, as well as other MS markers. On the other hand, there was a decrease in
antioxidant defense in relation to CAT levels in patients with MS.

According to Kirkman et al. (1987) [36], during prolonged exposure of CAT to
H202, CAT-linked NADPH is oxidized in nicotinamide-adenine-dinucleotide-
phosphate (NADP+) and CAT activity decreases to about one third of initial
activity. Consequently, the cause of decreased CAT activity could be due to
erythrocyte injury by H202.

In patients with CD, increased visceral adiposity is not directly related to BMI.
Studies indicate that these patients have a specific type of fat, known as crawling fat,
that extends from the mesenteric region towards the root of the mesentery, covering
more than 50% of the surface of the small and large intestine. Crawling fat is identified
in all patients with CD and has been used by surgeons as an indicator of the extent of
active disease, correlating with the degree of intestinal inflammation. This observation
suggests that mesenteric obesity may be a significant characteristic of the disease [38].

Our study showed an association between CD and MS in relation to BMI and
AC. It was observed that patients with CD and MS tend to have a higher BMI and
abdominal circumference compared to patients with CD without MS. This association
may be due to factors such as chronic inflammation, changes in nutrient absorption
and eating patterns, among others.

Increased BMI and abdominal obesity are associated with an increased
cardiovascular risk. A study of 14,924 adults examined in the Third National Health
and Nutrition Examination Survey, nationally representative, categorized participants
based on BMI and AC according to the criteria of the National Institutes of Health. It
was found that the health risk is higher in individuals with high values of AC within the
categories of normal weight, overweight and obesity class |, compared to those with
normal values of AC. In addition, increased AC was an independent predictor of
diseases associated with obesity. Thus, there was a general trend of higher probability
of occurrence of hypertension, DM, dyslipidemia and MS among individuals with high
values of AC, compared to those with normal values of AC [39]. Data that may be
related to our study that presented results that showed a higher relationship between
BMI and elevated AC of patients with MS, than in patients with CD without MS.

Markers of inflammation in our study included leukocytes, ferritin, CRP and
ESR. CRP is an acute phase protein, synthesized by the liver, adipocytes, and arterial

tissue, being influenced by cytokines such as IL-6, TNF-a and IL-1. TNF-a plays a
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central role in the inflammatory response, stimulating the synthesis of other cytokines,
including acute phase proteins such as fibrinogen, serum amyloid protein A and CRP
[40,41]. ESR is a nonspecific test used in the detection and evaluation of the intensity
of inflammation, infectious or neoplastic processes, providing an inference about the
response to therapy, despite its limitations. In our study, the levels of inflammatory
markers were within the reference values in both groups, which was not expected in
patients, considering the inflammatory characteristic of CD and MS [42].

The correlation between total PON1 with hemoglobin and leukocytes was
positive. However, we did not find a well-established relationship between these
parameters. A negative correlation was expected considering that the first is a marker
of inflammatory state and the second, a marker of EO and inflammatory and both
states influence each other. Thus, it is expected that total PON1, due to its antioxidant
properties, plays a role in the regulation of OS, leading to a reduction in inflammatory
processes, thus influencing leukocyte levels. [43,44].

The negative correlation between SH with leukocytes and ESR may be
associated with the antioxidant protection performed by SH present in plasma proteins,
consequently reducing the inflammatory stimulus, thus reducing the production of
leukocytes and ESR [42,45,46]. The correlation between SH and ALB was positive. It
can be considered that because it is a plasma protein rich in free SH, mainly from
cysteine residues, this correlation was already expected. SH present in ALB are targets
of oxidative changes, especially in OS situations. When exposed to EROs and
products resulting from OS, SH can undergo oxidation, resulting in conformational and
structural changes [46].

TRAP levels were negatively correlated with platelet count. Elevated levels of
TRAP can influence platelet function through its antioxidant effects preventing
excessive platelet production, consequently contributing to decrease the activation of
inflammatory mechanisms, reducing signaling for platelet production [47,48].

This study shows a negative correlation between GSH and GLU and could be
associated with several metabolic interactions between them. GLU is the main source
of energy in the body and, when metabolized, produces NADPH, which is essential to
regenerate reduced glutathione (GSH) from its oxidized form (GSSH) through the
action of the enzyme glutathione reductase (GR). In conditions of hyperglycemia, as
evidenced in T2DM, an increase in the production of free radicals and OS may occur.

This increase can lead to a greater use of GSH to neutralize free radicals and protect
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cells from oxidative damage. Therefore, the relationship between GSH and GLU is
closely linked to redox balance and OS in the body, and the availability of glucose is a
key factor in the regeneration and effectiveness of glutathione as a cellular antioxidant
system [49,50].

GSH plays a crucial role in the biotransformation and elimination of xenobiotics,
as well as defending cells against EO. Its ability to donate electrons to other
compounds makes it a good reducer. To maintain its protective activity, GSH is
oxidized to glutathione disulfide (GSSH) and needs to be regenerated by a catalytic
cycle. This cycle involves three groups of enzymes: glutathione oxidase (GO), GPx
and GR. While GO and GPx oxidize GSH to GSSH, GR regenerates GSH from GSSH
in the presence of NADPH. This process is essential to maintain the protective efficacy
of glutathione against oxidative species [50].

In our study the correlation between SOD and insulin was positive. The positive
correlation between SOD and insulin indicates that possibly the body is seeking
compensation in the production of SOD to increase its antioxidant capacity, due to the
increase in EO caused by IR. In a study with 376 Mexican individuals, 152 with MS,
conducted by Baez-Duarte et al. (2016) [51], a statistical association between MS and
SOD activity was shown, considering the parameters of MS.

Our study have some limitations, firstly we did not have a control group, second,
this is a cross-sectional study and we cannot establish cause and effect. However, our
study presets several inflammatory and OS parameters that can demonstrate the

redox imbalance in the MS group, mainly due to the AOPP levels.

5. Conclusion

Based on the results obtained, we can observe that patients with CD with MS
may present changes in their OS markers, especially the AOPPs that were highlighted
in our study, sensitive marker when compared to the influence of MS on the
inflammatory state and OS in patients with CD. Comorbidities have been shown to be
important factors for the worsening of CD in conjunction with MS. In addition, when

correlated metabolic and biochemical parameters with OS biomerkers it is possible to
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observe a link between them showing that inflammation and OS generated in CD can
have a greater impact when associated with MS.

This study showed the importance in identifying the some biomarkers to
evaluated the inflammation ans OS in CD patients opening new perspectives for more
effective therapeutic approaches. Finally, more studies are still needed to clarify and

evaluate the inflammation and OS in this disease.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que existem
diferengas entre os parédmetros clinicos quando comparado os grupos com DC na
presenga de SM e auséncia de SM. O grupo com DC e SM se mostrou mais velho,
com maior frequéncia de hipertenséao arterial, DM, dislipidemia, em relagdo ao grupo
sem SM. O uso de anti-hipertensivo, uso de hipoglicemiante e uso de hipolipemiante

também se mostrou maior no grupo com SM.

Os biomarcadores bioquimicos se apresentaram alterados entre os
grupos, com aumento nos parametros de TRI, glicose, insulina, AST e ALT, nos
pacientes com DC com presenca de SM.

Em relacdo aos parametros antropométricos, o grupo com DC e SM
também apresentou maior frequéncia de IMC e CA aumentados, em relagao ao grupo
sem SM.

Em relacdo aos parametros de EO, foi verificada diferenca
significativa nos niveis de AOPP. AOPP foi correlacionada com CT, TRI, glicose, AST
e ALT, apresentando uma correlacdo positiva entre esses parametros. Quando
correlacionado Nox com TR, glicose, AST e ALT a correlagao foi positiva entre eles.
Foi feita a correlagcdo entre os parametros antioxidantes de EO, quando
correlacionado TRAP com plaquetas; SH com leucdcitos, VHS; GSH com glicose;
CAT com hemoglobina, TRI e ALT a correlagcdo foi negativa. Ja, quando
correlacionado SH com ALB; SOD com insulina; PON1 total com hemoglobina e
leucécitos a correlagao foi positiva.

Concluiu-se que a analise detalhada do desequilibrio redox, por meio
de testes que avaliam as EROs e ERNs e as defesas antioxidantes podem fornecer
informagdes importantes sobre a atividade da doenga, fatores influenciadores e na
identificacdo de possiveis ligagcdes entre essas duas condicbes. Podendo assim
colaborar na melhor compreensao da fisiopatologia da DC na presenga de SM, e

também no desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais eficazes.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos, podemos observar que pacientes
com DC com EM podem apresentar alteracbes em seus marcadores de EO,
especialmente nas AOPPs que foram destacadas em nosso estudo, quando
comparadas a influéncia da EM no estado inflamatério e da EO em pacientes com DC.
As comorbidades tém se mostrado importantes fatores para o agravamento da DC em
conjunto com a SM. Além disso, quando correlacionados parametros metabdlicos e
bioquimicos com biomarcadores do EO é possivel observar uma ligagao entre eles
mostrando que a inflamacdo e o EO gerado na DC podem ter um impacto maior
quando associado a SM.

Concluiu-se que existe uma possivel influéncia da SM no estado
inflamatdrio e redox de pacientes com DC. No entanto, ainda sdo necessarios mais

estudos para esclarecer e avaliar novos marcadores inflamatérios e de EO.
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