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RESUMO

A retocolite ulcerativa (RCU) é uma doenca inflamatéria intestinal caracterizada por
inflamag&o na mucosa, que afeta o célon e o reto. A RCU é crdnica e recorrente,
com diagnostico baseado em manifestagbes clinicas e em exames. Devido as
mudancas no estilo de vida e na alimentacdo, a incidéncia da doenca tem
aumentado em escala global. Consequentemente, o estado nutricional mensurado
pelo indice de massa corporal (IMC), pode estar associado as alteragdes nos fatores
inflamatdrios, metabdlicos de estresse oxidativo em pacientes com RCU. O estudo
apresentou como objetivo, verificar a associagéo entre os parametros metabdlicos,
inflamatorios e de estresse oxidativo, de acordo com o IMC de pacientes com RCU.
Foi realizado um estudo transversal com 86 pacientes com RCU, de ambos os
sexos, com idade entre 19 e 81 anos, atendidos pelo Ambulatério de
Gastroenterologia do Hospital Universitario de Londrina e categorizados de acordo
com o IMC segundo os critérios da Organizacao Mundial da Saude (OMS), como:
eutrofico (N = 32), sobrepeso (N = 36) e obeso (N= 16). Foram determinados os
marcadores de estresse oxidativo: capacidade antioxidante total plasmatica (TRAP),
oxido nitrico (NO) e produtos proteicos de oxidacdo avancada (AOPP). Para os
marcadores hematolégicos e inflamatérios foram analisados: hemoglobina,
leucdcitos, plaquetas, velocidade de hemossedimentagédo (VHS), proteina C-reativa
ultrassensivel (PCRus) e ferritina e para os marcadores metabdlicos foram
analisados: colesterol total, lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de
alta densidade (HDL) e triglicerideos, glicose, insulina, HOMA- IR, aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), creatinina, albumina e ferro. Para avaliagao
antropomeétrica foram utilizados dados de peso (kg), altura (m) IMC e circunferéncia
abdominal (CA). Os resultados demonstraram diferengas significativas entre os
grupos em relagdo ao aumento de IMC e CA. Os niveis de glicose foram
significativamente maiores no grupo obeso em comparagao com o grupo eutroéfico,
além disso, pacientes com excesso de peso (obesos e sobrepeso) apresentaram
niveis mais elevados de insulina, HOMA-IR e ferritina quando comparados aos
individuos do grupo eutrofico. Nao foram encontradas diferengas significativas nos
valores de colesterol total, LDL, HDL, triglicerideos, AST, ALT, creatinina, albumina e
ferro entre os grupos (P>0,05). Nao foram observadas diferengas significativas entre
0s grupos de pacientes eutroficos, sobrepesos e obesos com RCU em relagdo aos
parametros hematolégicos de PCRus, VHS e com biomarcadores de estresse
oxidativo e nitrosativo (p>0,05). Foram encontradas correlagdes significativas entre
AOPP com os niveis de colesterol total, LDL e HOMA-IR, enquanto o NOx foi
correlacionado com os triglicerideos e hemoglobina. Houve também correlagcbes
entre as concentragdes de TRAP com os niveis de hemoglobina, plaquetas, célcio e
albumina. Conclui-se que a obesidade pode influenciar o perfil metabdlico glicidico,
mas nao o perfil lipidico em pacientes com RCU. Mais pesquisas sao necessarias
para compreender melhor essa associacao.



Palavras-chave: Retocolite ulcerativa; Estresse oxidativo; Oxido nitrico; indice de
massa corporal; Inflamacao.
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ABSTRACT

Ulcerative colitis (UC) is an inflammatory bowel disease characterized by
inflammation of the mucosa, affecting the colon and rectum. UC is chronic and
recurrent, diagnosed based on clinical manifestations and examinations. Due to
lifestyle and dietary changes, the incidence of the disease has been increasing
globally. Consequently, the nutritional status measured by body mass index (BMI)
may be associated with changes in inflammatory, metabolic, and oxidative stress
factors in UC patients. The study aimed to investigate the association between
metabolic, inflammatory, and oxidative stress parameters according to the BMI of UC
patients. A cross-sectional study was conducted with 86 UC patients, of both sexes,
aged between 19 and 81 years, treated at the Gastroenterology Outpatient Clinic of
the University Hospital of Londrina and categorized according to BMI criteria by the
World Health Organization (WHO) as follows: normal weight (N= 32), overweight (N=
38), and obese (N= 16). Oxidative stress markers were determined: total plasma
antioxidant capacity (TRAP), nitric oxide (NO), and advanced oxidation protein
products (AOPP). Hematological and inflammatory markers analyzed included:
hemoglobin, leukocytes, platelets, erythrocyte sedimentation rate (ESR), high-
sensitivity C-reactive protein (hs-CRP), and ferritin; metabolic markers analyzed
were: total cholesterol, low-density lipoprotein (LDL), high-density lipoprotein (HDL),
triglycerides, glucose, insulin, HOMA-IR, aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), creatinine, albumin, and iron. Anthropometric evaluation
included weight (kg), height (m), BMI, and waist circumference (WC) data. Results
showed significant differences between groups regarding increased BMI and WC.
Glucose levels were significantly higher in the obese group compared to the normal
weight group; additionally, overweight and obese patients showed higher levels of
insulin, HOMA-IR, and ferritin compared to individuals in the normal weight group. No
significant differences were found in total cholesterol, LDL, HDL, triglycerides, AST,
ALT, creatinine, albumin, and iron levels between groups (P > 0.05). No significant
differences were observed between normal weight, overweight, and obese UC
patient groups regarding hematological parameters of hs-CRP, ESR, and oxidative
and nitrosative biomarkers (P > 0.05). Significant correlations were found between
AOPP and total cholesterol, LDL, and HOMA-IR levels, while NOx was correlated
with triglycerides and hemoglobin. There were also correlations between TRAP
concentrations and hemoglobin, platelets, calcium, and albumin levels. In conclusion,
obesity may influence the glycemic metabolic profile but not the lipid profile in UC
patients. Further research is needed to better understand this association.



Keywords: Ulcerative colitis; Oxidative stress; Nitric oxide; Body mass index;
Inflammation.
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1 INTRODUGAO

A retocolite ulcerativa (RCU) € uma doenga inflamatéria intestinal
(DIl) que afeta o intestino grosso (colon) e o reto. A inflamacgé&o é caracteristicamente
restrita a superficie da mucosa, sendo que comega no reto e se estende de forma
continua por todo o coélon. (UNGARO et al., 2017). A RCU se apresenta com diarreia
com sangue, frequéncia aumentada de evacuagdes, dor abdominal, fadiga e
incontinéncia fecal e os objetivos do tratamento sdo alcangar uma melhora rapida
dos sintomas e restaurar a mucosa. (SEGAL; LEBLANC; HART, 2021).

A RCU é uma doenca que apresenta aumento da incidéncia e
prevaléncia no mundo todo, principalmente em regides recentemente
industrializadas, em decorréncia das mudancas no estilo de vida e dos padrdes
alimentares (DU; HA, 2020). Embora a etiologia da doenga ndo tenha sido
totalmente compreendida, sabe-se que ha uma complexa interacdo entre fatores
ambientais, imunologicos, suscetibilidade genética e desregulagdo da microbiota
intestinal (BAUMGART; CARDING, 2007).

Os aspectos nutricionais na RCU sio particularmente relevantes,
pois influenciam potencialmente a atividade da doenca e, portanto, a sua morbidade
(BALESTRIERI et al., 2020). O IMC (indice de massa corporal) utiliza o peso e a
altura para fornecer uma estimativa da adiposidade em homens e mulheres, sendo
classificado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e utilizado para individuos
brancos, hispanicos e negros (WEIR; JAN, 2019). Com essas classificagbes
podemos avaliar o risco de hipertensao, diabetes, cancer, hipercolesterolemia e
outras doencgas crénicas (THOMPSON; MADSEN, 2017). Sendo que, a obesidade e
0 sobrepeso medidas pelo IMC foram associados com maior mortalidade por todas
as causas em diversos paises (DI ANGELANTONIO et al., 2016).

Na RCU pacientes obesos tém uma maior probabilidade de
manifestacdo da doenga, quando comparados com pacientes com IMC normal,
sendo que, o aumento de 1 kg/m? no IMC foi associado a uma probabilidade 5%
maior de ter doenca ativa. (JAIN et al., 2019).

O estresse oxidativo (EO) também desempenha um papel
importante na ativagao e progressao da doenga (PATLEVIC et al., 2016). O EO no
intestino pode causar danos a todos os componentes celulares, incluindo proteinas,

lipidios e acidos desoxirribonucleicos (DNA). Durante a inflamagdo da mucosa,
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células epiteliais intestinais, neutrofilos e macréfagos produzem enzimas
antioxidantes e o6xido nitrico (NO) em resposta as citocinas inflamatérias, como
resultado, ocorre o aumento da produgéo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
0s quais elevam a permeabilidade epitelial, levando a ruptura da barreira intestinal
(TIAN; WANG; ZHANG, 2017).

A relacéo entre o EO e a inflamacao cronica sugere que o aumento
da geracdo de EROs e a diminuicdo das atividades antioxidantes contribuem para a
patogénese e progressdo das DIl, especialmente na RCU. Além disso, a inflamagéo
cronica € um contribuinte significativo para o desenvolvimento do cancer colorretal
em pacientes com RCU (LI et al., 2022).

Os biomarcadores de EO sao ferramentas importantes para avaliar o
estado redox biologico, o estado atual, a progressdo da doenca e os efeitos
benéficos dos antioxidantes em humanos (MARROCCO et al., 2017).

Entre os biomarcadores de EO e inflamatdrios, destacam-se os
produtos avangados de oxidagdo de proteinas (AOPP), o NOx, a capacidade
antioxidante total (TRAP) e a proteina C-reativa (PCR). Além disso, a obesidade
também é reconhecida como um importante fator contribuinte para o aumento do
estresse oxidativo e da inflamagcdo em pacientes com RCU. O acompanhamento
desses biomarcadores pode ser uma abordagem relevante para avaliar o dano
oxidativo, minimizar o processo inflamatorio crénico e desenvolver estratégias

adjuvantes observado em pacientes com RCU.
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2 DESENVOLVIMENTO

A RCU foi descrita pela primeira vez por Samuel Wilks em 1859,
posteriormente, ficou estabelecido o termo “colite ulcerativa” para denominar uma
inflamac&o do intestino grosso, definida como uma doenga inflamatéria de origem
desconhecida, que clinicamente apresentava ataques recorrentes de diarreia
sanguinolenta e inflamagao da parede do intestino grosso (KIRSNER, 2001).

Os sintomas da RCU, além da diarreia com sangue, incluem muco,
urgéncia para evacuar, tenesmo (vontade intensa de evacuar sem ocorrer o
esvaziamento completo ou eliminacdo de fezes) e colicas abdominais intensas
(SEYEDIAN; NOKHOSTIN; MALAMIR, 2019).

O diagnostico é feito com base nos sintomas tipicos e na
apresentacao clinica da RCU, que varia de acordo com a extensido da doencga e sua
gravidade, a extensdo da RCU ¢é visualizada por exames endoscopicos e
classificada de acordo com o fenétipo, além disso, pode ser confirmada por meio de
bidpsias do tecido inflamado (FEUERSTEIN; CHEIFETZ, 2014). A classificagdo de
Montreal (Quadro 1) agrupa os pacientes com base na extensdo maxima da doenga,
sendo classificada pela extensdo do envolvimento do célon, como: proctite, colite do

lado esquerdo ou colite extensa (pancolite) (SATSANGI et al., 2006).

Quadro 1 - Classificagao de Montreal para as trés extensdes de retocolite ulcerativa
(RCU), conforme o tipo e suas respectivas descrigdes.

Extensdo | Tipo Descrigao

Envolvimento limitado ao reto (ou seja, a
E1 Proctite ulcerativa extensdao proximal da inflamagao é distal a

jungao retossigmoide)

£5 Colite do lado Envolvimento limitado a uma propor¢ao do
esquerdo (distal) célon distal a flexura esplénica.

£3 Colite extensa O envolvimento se estende proximal a flexura
(pancolite) esplénica

Fonte: Adaptado de Satsangi et al. (2006).
A gravidade da RCU pode ser classificada como leve, moderada e

grave ou fulminante, conforme o numero de evacuagdes. A proctite ulcerativa ocorre

nos casos leves e moderados, sendo comum o sangramento retal, a presencga de




o 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

17

fezes com muco e pus, além de tenesmo e cdélicas abdominais. Na colite do lado
esquerdo e na pancolite, os pacientes geralmente apresentam formas moderadas ou
graves da doenca, com sintomas como febre, astenia e perda de peso. Ha também
diarreia com muco, pus, sangue e tenesmo, além da dor abdominal mais intensa.
Formas muito graves podem cursar com megacolon toxico e perfuragdo coldnica
(DAMIAO et al., 2019).

Para avaliagcdo e manejo de doengas graves, utilizam-se os critérios
de Truelove e Witts (TRUELOVE; WITTS, 1955). Esse indice fornece critérios
objetivos para identificar colite aguda grave e tem sido amplamente utilizado para
definir a necessidade de internacado hospitalar (WALSH; BRYANT; TRAVIS, 2016).
Os critérios para colite grave sao: 26 evacuacgdes por dia, com sangue frequente nas
fezes, com pelo menos uma das seguintes caracteristicas: temperatura corporal
>37,8 °C; frequéncia cardiaca >90 bpm, niveis de hemoglobina <10,5 g/dl e
velocidade de hemossedimentacéo (VHS) >30 mm/h (TRUELOVE; WITTS, 1955).

Uma vez com o diagnodstico da RCU, determinar a gravidade da
doenca torna-se importante. As definigdes de doencga ativa leve, moderada e grave
incorporam tanto os sintomas quanto os valores baseados em exames bioquimicos e
de imagens como a endoscopia. Na RCU em fase ativa, frequentemente é marcada
por um aumento na proteina C-reativa (PCR) e VHS (RUBIN et al., 2019).

A maioria dos pacientes tem um prognéstico de leve a moderado,
que é mais ativo no momento do diagnostico. Posteriormente, em varios periodos de
remissdo ou atividade leve, cerca de 10% a 15% dos pacientes apresentam um
quadro mais agressivo. Nesses casos, o risco cumulativo de recaida é de 70% a
80% em 10 anos (FUMERY et al., 2018).

Causas infecciosas devem ser descartadas no momento do
diagndstico inicial e, posteriormente, sempre que surgir um episdédio agudo.
Possiveis patdgenos microbianos devem ser descartados como Clostridium difficile
ou Citomegalovirus (CMV). Dentre os exames laboratoriais, pode-se incluir a
determinacado de calprotectina ou lactoferrina nas fezes. O principal diagndstico
diferencial € a doenga de crohn (DC), seguida por tipos mais raros de colite, por
exemplo, colite induzida por anti-inflamatérios ndo esteroides (AINEs) (KUCHARZIK
et al., 2020).

As manifestagdes extra intestinais sdo condigdes inflamatérias que

seguem um curso independente ou uma trajetéria semelhante ao estado da doenca



-~ O © 00 N O o o W DN -~

—_—

—
N

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

18

gastrointestinal em pacientes com DIl. Essas condi¢bes podem ser sequelas
oftalmolégicas (uveite, episclerite), reumatologicas (espondilite anquilosante e
artropatias), orocutaneas (estomatite aftosa, pioderma gangrenoso, eritema nodoso
e psoriase) e hepatobiliares (colangite esclerosante primaria) (GARBER;
REGUEIRO, 2019). Além de deficiéncias nutricionais pela ma absorgao de nutrientes
como carenciais de vitaminas e minerais (JABLONSKA; MROWIEC, 2023).

As DIl também estdo associadas a um aumento no risco de
morbidade cardiovascular (SINGH et al., 2014), risco aumentado de acidente
vascular cerebral (FAN et al.,, 2023), um maior risco de desenvolver cancer
extraintestinal, destacando-se as malignidades de pele, as hepatobiliares e as
hematoldgicas (LO et al., 2021).

2.1 EPIDEMIOLOGIA

Nas ultimas décadas, as DIl emergiram como doencgas globais e
foram acompanhadas por mudangas importantes na epidemiologia dessas doengas,
apresentando um aumento nas taxas de incidéncia e prevaléncia em paises
recentemente industrializados, devido a ocidentalizacdo do estilo de vida e
estabilizacdo nos paises industrializados (ANANTHAKRISHNAN et al., 2020).

O aumento da incidéncia destas doencas esta relacionado ao
aumento de custos de medicamentos, internagdes e cirurgias, além dos custos
sociais indiretos, como perda de produtividade nas fases de manifestagao,
aposentadoria prematura ou morte prematura (BENCHIMOL et al., 2018).

Em uma revisao sistematica, as maiores prevaléncias de RCU foram
observadas na Europa (505 por 100.000 na Noruega) e América do Norte (286 por
100.000 nos EUA), embora a incidéncia esteja se estabilizando nesses paises, o
numero de novos casos permanece alto e, desde 1990, a incidéncia vem
aumentando em paises recém-industrializados como Africa, Asia e América do Sul
(NG et al., 2017).

No Brasil, um estudo observacional encontrou um total de 46.546
internagbes por DC e RCU, no periodo de 2009 a 2019. A faixa etaria mais
prevalente foi de 30 a 39 anos e mais da metade no sexo feminino (53,55%), sendo
a regiao sudeste, principalmente no Estado de Sao Paulo, com o maior nimero de
casos (BRITO et al., 2020).
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Em um estudo que incluiu dados de 22.638 pacientes com DI, os
pacientes com RCU representaram 12.187 (53,84%) e desses, a média de idade foi
de 47,87 (DP +16,6) anos, com predominio de mulheres, com um total de 7.464
(61,3%) mulheres e 4.723 (38,7%) homens, a incidéncia de RCU foi de 7,16 casos
novos/100 mil habitantes/ano (média) (GASPARINI; SASSAKI; SAAD-HOSSNE,
2018).

No estudo de Victoria et al. (2009) durante o periodo de 20 anos
(1986-2005), foram estudados 115 pacientes, as incidéncias e prevaléncias foram
estimadas para quatro periodos de 5 anos. A RCU apresentou uma maior incidéncia
em comparagdo com a DC e colites ndo classificadas, apresentando no ultimo
periodo (2001-2005) uma incidéncia de 4,48 casos/100.000 habitantes. (VICTORIA;
SASSAK; NUNES; 2009).

O primeiro estudo a descrever as caracteristicas epidemiolégicas
das DIl no estado do Parana, sul do Brasil, examinando pacientes diagnosticados
com DC e RCU, (n=6.748) em tratamento pelo Sistema Unico de Saude (SUS) entre
os anos de 2010 a 2019, demonstrou que 73,1% dos pacientes tinham RCU e 26,9%
DC. A RCU foi mais comum em individuos de 40 a 80 anos e predominantemente
afetou mulheres (58,9%). A prevaléncia média estimada das DIl foi de 6,16/100.000
habitantes nos primeiros anos do estudo e aumentou para 27,50 nos ultimos 5 anos
(RENUZZA et al., 2022).

2.2 FISIOPATOLOGIA DA RCU

A etiologia da RCU nao é totalmente compreendida, entretanto,
sabe-se que ha uma complexa interacdo entre fatores ambientais, imunoldgicos,
suscetibilidade genética e desregulagdo da microbiota intestinal (BAUMGART;
CARDING, 2007).

Diversos fatores ambientais, como tabagismo, infeccbes, dieta,
poluicdo, estilo de vida moderno, amamentagdo, nivel socioecondbmico e
educacional, atividade fisica, localizagdo geografica, microbiota, medicamentos e
fatores emocionais, entre outros, desempenham um papel crucial no
desenvolvimento, progressao e prognostico  das DIl (Figura 1)
(ANANTHAKRISHNAN et al., 2018).

Por meio da técnica de GWAS (Genome Wide Association Studies),



0o N o o B~ WODN -

11
12
13
14
15
16

17
18

20

Abdulla e Mohammed (2022) verificaram cerca de 250 loci associados as DIl. Além
disso, alguns alelos de risco também foram localizados em genes importantes nas
interagdes do microbioma (ABDULLA; MOHAMMED, 2022). Entretanto, apenas uma
parte da variagcado geral da doencga responde pelos fatores genéticos. Principalmente,
ao considerar que o desenvolvimento da doenga, expresso como um fendtipo, €
dependente da acao genética somada aos efeitos ambientais (SNUSTAD;
SIMMONS, 2017). Consequentemente, € importante a realizagdo de analises mais
aprofundadas das interagbes entre genes e ambiente no contexto do
desenvolvimento da DIl (RENZ et al., 2011).

Os fatores epigenéticos podem mediar interacbes entre o meio
ambiente e o genoma, componentes ndo genéticos que sdo compartilhados nas
familias de pacientes com RCU incluem habitos dietéticos, culturais e exposicédo a
animais de estimacdo também pode influenciar o risco de desenvolvimento da

doenca ao influenciar o microbioma (TURPIN et al., 2018).

Figura 1 — Fatores ambientais que contribuem no desenvolvimento das DII.
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Fonte: Adaptado de Ananthakrishnan et al., 2018.
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Evidéncias apontam para anormalidades nas respostas imunes
inatas (macrofagos, neutrofilos e células dendriticas) e adaptativas (Linfécitos T e B)
contra a microbiota intestinal desempenhando um papel significativo no processo
inflamatdrio, através de citocinas e quimiocinas que séo liberadas por essas células,
estando todos implicados na patogénese da RCU (ABDULLA; MOHAMMED, 2022).

E reconhecido o papel indispensavel da comunidade microbiana
intestinal, com atividades que incluem metabolismo de nutrientes, desenvolvimento
do sistema imunolégico e defesa do hospedeiro. No entanto, a homeostase em
relacdo as bactérias comensais e do hospedeiro pode ser facilmente interrompida
por varios estimulos exdgenos, resultando em disbiose, e com isso respostas
imunes superativadas (ZHANG et al., 2022).

Na superficie luminal, a microbiota intestinal fornece fatores
nutricionais e componentes dietéticos que servem para melhorar a fungcdo de
barreira. O lumen intestinal é seguido pela camada de muco e pelo epitélio
subjacente, que juntos formam a primeira linha de defesa. A camada mais interna é
a lamina propria, que € responsavel por preservar o estado ndo inflamatério de um
individuo saudavel (KOBAYASHI et al. 2020). As células mucosas presentes no
célon, chamadas mucinas 2 (MUC2) podem ser secretadas no lumen e determinam
as propriedades reolégicas do muco: elasticidade, viscosidade e adesao (ZOUITEN-
MEKKI et al., 2013).

A fisiopatologia da RCU esta associada ao dano a barreira epitelial,
coberta por uma camada de mucina, permitindo a microbiota desencadear uma
resposta inflamatoria desregulada (Figura 2) (UNGARO et al., 2017). Na RCU, a
sintese da MUC 2 é reduzida. O dano a barreira epitelial leva a um aumento da
permeabilidade, possivelmente devido a regulagédo defeituosa das juncdes estreitas.
Essa perda da barreira permite a captacao aumentada de antigenos. No entanto, se
tal disfungéo precede a RCU ou resulta de inflamagao crénica ainda néo esta claro.
(ORDAS et al., 2012).

Macrofagos e células dendriticas (células imunes inatas), ao
reconhecerem bactérias ndo patogénicas da microbiota comensal através de
receptores de reconhecimento de padrées moleculares (TLR), alteram seu estado
funcional de tolerancia para um fenétipo ativado. A ativacao das vias de fator nuclear
kappa B (NF-kB) estimula a transcricdo de genes proé-inflamatérios, resultando em

aumento da produgéo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-q, interleucinas 12, 23, 6 e
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1B8). Apds o processamento dos antigenos, os macrofagos e células dendriticas os
apresentam as células T CD4 virgens, promovendo a diferenciagcdo em células Th2,

caracterizadas pela produgéo de interleucina 4 (IL-4) (UNGARO et al., 2017).

Figura 2 — Fisiopatologia da Retocolite ulcerativa.
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Fonte: Adaptado de UNGARO et al., 2017.

As células T helper 1 (Th1), induzidas por interleucina 12 (IL-12)
produzem uma quantidade elevada de Interferon-gama (IFN-y), enquanto as células
T helper 2 (Th2) liberam interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5) e interleucina 13
(IL-13). Acreditava-se que a DC era caracterizada por uma resposta imune Th1,
enquanto a RCU era considerada uma doenga mediada por Th2 (ZHANG; LI, 2014),
no entanto, atualmente, sabe-se que além das células Th1 e Th2, algumas citocinas
como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) sdo compartilhadas entre as duas
condigbes, tanto para DC, quanto para RCU. Varias citocinas que se originam do
infiltrado de células imunes pré-inflamatérias na lamina prépria, apresentam uma
funcao central na patogénese da RCU, entre elas: IL-13, TNF-q, interleucina 23 (IL-
23), interleucina 9 (IL-9) e interleucina 36 (IL-36) (KOBAYASHI et al., 2020).
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Mondcitos infiltrantes que sao convertidos em macréfagos,
produzem TNF-q, IL-12, IL-23 e IL-6, resultando em uma polarizagéo de células Th1.
Além disso, a IL-36 derivada do epitélio inibe as células T reguladoras (T reg) sendo
capaz de induzir a polarizagédo das células T helper 9 (Th9) produtoras de IL-9, e a
expressdo de genes envolvidos na fibrogénese e consequente cicatrizagcao
(KOBAYASHI et al., 2020). O equilibrio entre citocinas pré-inflamatérias (como TNF-
a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-17 e IL-23) e citocinas anti-inflamatdrias, como IL-5, IL-10, IL-11
e fator de crescimento transformador B (TGF-B) sdo intimamente regulados na
mucosa do trato gastrointestinal (TIAN; WANG; ZHANG, 2017).

As células T circulantes portadoras da integrina-a4B7 se ligam as
células endoteliais colbnicas da microvasculatura através da molécula de adesé&o
celular vascular-1 (VCAM-1), cuja expressao € aumentada no intestino inflamado,
levando ao aumento da entrada de células T especificas do intestino na lamina
préopria. A regulacao positiva de quimiocinas inflamatérias, como CXCL1, CXCL3 e
CXCLS8, leva ao recrutamento de leucdcitos circulantes, o que perpetua o ciclo da
inflamagéo (UNGARO et al., 2017).

A sinalizacdo de TLR leva a ativacdo do NF-kB e do inflamassoma,
com a secrecao de citocinas pré-inflamatérias e ativacao de células Th1. Por fim,
essas respostas inflamatdrias levam a danos epiteliais, perda de células caliciformes
secretoras de muco e translocacao bacteriana, o que estimula ainda mais a resposta
inflamatodria, levando a diferenciagdo de células T reg que exercem sua fungao
imunorreguladora via secrecdo de IL-10, uma citocina anti-inflamatéria. Essa
ativagao do NF-kB e do inflamassoma leva a secrecao de fatores antiapoptoéticos e
peptideos antimicrobianos, juntamente com o recrutamento de células estromais e
mieloides necessarias para o reparo epitelial. (NI et al., 2018).

Os fatores dietéticos podem estar relacionados a patogénese da
RCU por meio de efeitos diretos no hospedeiro ou efeitos indiretos na composicao
da microbiota intestinal. A inflamacdo no célon estimula a producdo de IFN-y que
eventualmente gera EROs, esses produtos podem ser usados por anaerébios
facultativos para crescer, o que leva a diminuicdo da diversidade bacteriana.
(KESHTELI; MADSEN; DIELEMAN, 2019).

A dieta rica em gordura e carboidratos altera a microbiota intestinal,
reduzindo as espécies dos géneros Bacteroides, Bifidobacterium, Lactobacillus e

Akkermansia, enquanto aumentam Firmicutes sp. (Clostridium), Prevotella sp. e
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Methanobrevibacter sp.. Essas mudangas bacterianas estdo associadas a
diminuicdo da producédo dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (AMABEBE et
al., 2020).

Os AGCC servem como substratos energéticos para os colonécitos,
além disso, os AGCC regulam a funcdo da barreira intestinal e o sistema
imunoldgico por meio da sinalizagcdo de receptores acoplados a proteina G,
promovendo a diferenciagdo de células T reg e a producéo de IL-10. (KESHTELI,
MADSEN; DIELEMAN, 2019). Os AGCC estimulam a migrag&o de neutrofilos para o
local inflamado e aumentam sua capacidade de fagocitose, inibem a producao de
macrofagos intestinais e de citocinas pro-inflamatérias através da inibicdo de
histonas desacetilases (HDAC) e possivelmente, induzem a producado intestinal
imunoglobulina A (IgA) e de células B (SUN et al., 2017).

O comprometimento da barreira intestinal € conhecido como
‘intestino permeavel”’, essa condicdo, causada principalmente por infeccbes
bacterianas, EO, exposi¢cdo crénica ao alcool ou a alérgenos e disbiose, leva ao
desenvolvimento de diversas condigdes patologicas, incluindo obesidade, DI,
doenca celiaca, sindrome do intestino irritavel, e varias condigbes autoimunes (DI
VINCENZO et al., 2023).

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO E NITROSATIVO EM PACIENTES coM RCU

O EO/EN é um processo associado a um desequilibrio na produgao
de EROs e ERNs, com aumento da geracédo de EROs e ERNs e diminui¢cdo das
defesas antioxidantes, essas espécies reativas atuam como sinais moleculares para
processos fisiolégicos, mas podem causar danos as estruturas celulares, como
lipidios, membranas, proteinas e DNA (KURUTAS, 2016).

Os radicais livres sdo moléculas que contém atomos com um elétron
desemparelhado em sua estrutura molecular. Esses elétrons desemparelhados
tornam essas moléculas extremamente instaveis e reativas. Os radicais livres tém a
capacidade de doar ou receber elétrons de outras moléculas em seu ambiente.
Quando eles doam ou recebem elétrons, podem desempenhar papéis de oxidantes,
causando reagdes de oxidagdo em outras moléculas. Essas reagdes podem ter
efeitos danosos nas células e tecidos, contribuindo para o EO e o desenvolvimento

de varias condi¢des patoldgicas (LOBO et al., 2010).
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O epitélio do trato gastrointestinal € continuamente exposto a
multiplos estimulos, gerando uma conexao entre microbiota e desordem no equilibrio
antioxidante na mucosa, com subsequente desenvolvimento RCU. (PRAVDA, 2022).
O dano a barreira intestinal desencadeia o recrutamento de neutrofilos, mediado por
moléculas derivadas de bactérias e AGCC. Esses participam da eliminagdo de
microrganismos por meio de fagocitose, degranulagao, geracao de ERO e liberagao
de redes extracelulares de neutrofilos (SAEZ et al., 2023).

O NO é responsavel pela metabolizagdo da arginina em citrulina, o
que leva a formagao do radical NOe através de uma reacgao oxidativa. Ao longo da
progressdo da RCU, os niveis de NO na mucosa intestinal podem aumentar, pela
acao da oxido nitrico sintase do tipo induzivel (iINOS), cuja expressdo esta
aumentada nas condi¢des de inflamacao e EO (UAN; LAN, 2018).

Na RCU, o IFN-y e lipopolissacarideos induzem a expressao da
INOS, levando a um aumento acentuado na sintese de NO. Como resultado da
interacdo entre o NO e o radical superdxido, ha a sintese de peroxinitrito (OONO"),
esses radicais livres podem induzir a ativagdo de processos de lipoperoxidacao,
oxidagao de grupos sulfidrilas de proteinas, mudangas na valéncia de ions metalicos
e um aumento no conteudo de nitrosaminas que causam disturbios funcionais nas
membranas celulares e nas proteinas intracelulares (SKLYAROV; PANASYUK;
FOMENKO, 2011).

O aumento da producdo de NO, pode gerar ERNs, como o didéxido
de nitrogénio (NO2) e o ONOO . Essas ERNs estdo fortemente associadas a
doengas crénicas n&o transmissiveis, como doengas cardiovasculares, diabetes,
hipertensdo e sindrome metabdlica (PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007). Por
outro lado, os produtos avangados de oxidagao proteica (AOPP) podem atuar como
mediadores da inflamacao, sendo formados durante o EO pela reagao das proteinas
plasmaticas, principalmente albumina com oxidantes clorados. S&do marcadores
reconhecidos em doencas e refletem a oxidagdo proteica sistémica do individuo
(CAO; HOU; NIE, 2014).

Por sua vez, as defesas antioxidantes podem limitar os resultados
negativos que resultam da produgao excessiva de EROs, através de mecanismos de
defesa que sao responsaveis por estabelecer concentragbes apropriadas de
EROs/ERNs e sao classificadas em sistemas enddégenos e exdgenos. O sistema

endégeno compreende principalmente antioxidantes enzimaticos intracelulares,



o N oo o0 A WN -

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

26

incluindo superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT)
e antioxidantes ndo enzimaticos, como albumina, acido urico, transferrina,
lactoferrina, ceruloplasmina. Os exdégenos compreendem, as vitaminas (A, C e E) e
minerais (Zn, Fe, Cu e Mn) (GUAN; LAN, 2018). Embora o EO exacerbado seja
prejudicial para o trato gastrointestinal, a capacidade antioxidante pode neutralizar
os efeitos causados pelo excesso de EROs/ERNs (TIAN; WANG; ZHANG, 2017).

O TRAP é um ensaio desenvolvido para avaliar a capacidade
antioxidante total plasmatica. Ele compara o periodo de inibicdo da oxidagao pelos
antioxidantes plasmaticos com o trolox, um analogo hidrossoluvel da vitamina E,
usado como antioxidante de referéncia e relacionado quantitativamente a
capacidade antioxidante total do plasma. Os principais antioxidantes avaliados por
esta técnica incluem, urato (35-65%), proteinas plasmaticas (10-50%), vitamina C
(acima de 24%) e da vitamina E (5-10%) (VASCONCELOQOS et al., 2007).

Pacientes com DIl, independentemente do fendtipo da doenca,
apresentam capacidade antioxidante total diminuida e concentragdes reduzidas de
acido urico, bem como a presenga de anemia, uma das manifestacbes extra
intestinais presentes nas DIl (NEUBAUER et al., 2019). YUKSEL et al., (2017)
mostraram que o nivel de EO é maior em pacientes com DIl em comparagao com
um grupo controle, e foi encontrada correlagédo positiva entre o indice de atividade
endoscopica (IAE) e as taxas de EO na RCU, levando a ideia de que o EO pode ser

um indicador indireto de ativacdo da doenca.
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2.4 ESTADO NUTRICIONAL NA RCU

Na ultima metade do século, observaram-se significativas
transformagdes nos habitos alimentares, com aumento do desequilibrio energético,
excesso de peso e obesidade, bem como em uma ampla variedade de outros
problemas associados a nutricido (POPKIN; ADAIR; NG, 2012). Entre as doencgas
relacionadas a obesidade, destacam-se a sindrome metabdlica (abrangendo
hipertensdo, dislipidemia e resisténcia a insulina), diabetes tipo 2, doencgas
cardiovasculares, doencga renal cronica e doenga hepatica gordurosa nao alcodlica
(DHGNA) (COX; WEST; CRIPPS, 2015).

Juntamente com a epidemia de obesidade, observa-se um aumento
global na incidéncia e prevaléncia das DIl (MOLODECKY et al.,, 2012). Em um
estudo de coorte em pacientes com DII, aproximadamente 20% dos pacientes eram
obesos e a obesidade foi associada a maiores niveis de ansiedade, depressao,
fadiga, dor e escores inferiores de fungao social em pacientes com DC e RCU (JAIN
et al., 2019).

O excesso de energia, evidenciado em obesos pode prejudicar as
respostas imunolégicas e causar inflamacdo crénica, que em 6rgaos
metabolicamente importantes, como o figado e o tecido adiposo, desempenha um
papel fundamental no desenvolvimento de doencas metabdlicas e crbénicas
(HOTAMISLIGIL; ERBAY, 2008).

O tecido adiposo é responsavel pela secrecdo de uma série de
citocinas pro e anti-inflamatdrias, algumas das quais sao exclusivas deste tipo de
tecido e que foram identificadas como adipocinas, incluindo adiponectina, leptina e
resistina (HARPER; ZISMAN, 2016). Essas citocinas podem afetar o intestino e
aumentar a incidéncia de complicagées da RCU. Assim, o tecido obeso pode ter um
impacto imenso no inicio, no curso clinico e no tratamento da RCU. (RAJABNIA et
al., 2022).

Em uma coorte realizada com pacientes diagnosticados com RCU e
submetidos a tratamentos biologicos, observou-se que o IMC elevado esta
associado a um maior risco de falha no tratamento, incluindo cirurgia ou
hospitalizagdo relacionada a RCU e pode ser um fator de risco para nao atingir a
remissao endoscopica (KURNOOL et al, 2018). No estudo conduzido por

Bhagavathula et al (2021) foi demonstrado que a obesidade aumenta o risco de
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desenvolvimento de DIl sendo aumentado na DC, mas sem associagao evidente
entre o IMC e o risco de RCU (BHAGAVATHULA et al., 2021).

A obesidade esta associada a resisténcia a insulina (Figura 4) e a
mudangas na distribuicdo de gordura, tanto visceral quanto subcuténea, levando a
uma redugao nos niveis circulantes de adiponectina. Esses fatores podem contribuir
para o aumento do EO, enquanto a diminuicdo da adiponectina pode favorecer a
liberagdo de citocinas pro-inflamatorias como TNFa, IL-6, PCR, proteina quimiotatica
de monaocitos-1 (MCP-1) e molécula de adesao celular vascular-1 (VCAM-1), além
disso, alteragbes no microbioma intestinal contribuem para a disbiose, que, por sua
vez, contribui para promover a inflamagao de baixo grau que facilita doengas como
as DIl (SZILAGYI, 2020).

Figura 4 - Contribuicdes patogénicas associadas a obesidade.
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TNFa: Fator de necrose tumoral alfa; PCR: proteina-C reativa; IL-6: interleucina-6; VCAM 1:
molécula de adeséo celular vascular-1; MCP-1: proteina quimiotatica de mondécitos-1.
Fonte: Adaptado de SZILAGYI (2020).

Nos individuos obesos, os niveis de PCR e IL-6 mostraram
associagdes significativas com o IMC, a circunferéncia da cintura e o tecido adiposo
visceral. Mais especificamente, observou-se uma significativa associagao entre PCR
e IMC, ao passo que a IL-6 esteve significativamente relacionada com a adiposidade
visceral em individuos obesos (PARK et al., 2005).

A interagédo entre a microbiota intestinal, a permeabilidade intestinal
e o sistema imunoldgico representam um mecanismo que conecta dieta, obesidade
e doencas associadas, sendo que essas mudangas e a subsequente ativacado de
vias de sinalizagdo imunolodgica contribuem para uma resposta inflamatéria crénica
de baixo grau (COX; WEST; CRIPPS, 2015).

A inflamagdo crénica a longo prazo pode levar ao acumulo de
mutacdes nas células epiteliais e a ativacdo anormal de vias de sinalizacao
cancerigenas, Além disso, as células do sistema imune desempenham um papel
fundamental nas fases aguda e croénica da RCU, contribuindo para a transformacéao

da inflamacao em oncogénese (ZHANG et al., 2024).

2.5 TRATAMENTO FARMACOLOGICO E NUTRICIONAL NA RCU

A extensdo da doenga influencia a modalidade de tratamento, seja
terapia oral e/ou topica. Na terapia tépica a forma de supositérios ou enemas,
geralmente é a primeira linha de escolha para proctite e colite do lado esquerdo,
enquanto a terapia oral (muitas vezes combinada com terapia topica) é apropriada
para colite extensa. A extensao da colite influencia o risco de desenvolvimento de
displasia ou cancer colorretal (CCR) e, portanto, o inicio e a frequéncia da vigilancia
colonoscépica (MAGRO et al., 2017).

O principal objetivo do tratamento é iniciar e manter a remissao,
visando evitar o desenvolvimento de complicagdes, como deficiéncias, necessidade
de colectomia (remogéao do cdélon) e surgimento de CCR. As metas para a remisséo
incluem a resolucdo dos sintomas clinicos, definida como a interrup¢cdo do
sangramento retal e melhora dos habitos intestinais, além da cicatrizagédo

endoscopica. Nos casos em que a doenga progride mais rapidamente do que o
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esperado e nao pode ser controlada por nenhuma estratégia, a cirurgia eletiva é
indicada em pacientes com a doencga refrataria ao tratamento, intolerancia a
imunossupressao de longo prazo ou em casos de displasia ou céncer, ja a cirurgia
de emergéncia € indicada em pacientes com complicagdes que representam risco de
vida, como perfuracao intestinal, sangramento retal refratario e megacodlon tdxico
(BAUMGART; SANDBORN, 2007).

De acordo com a iniciativa “Selecionando Alvos Terapéuticos na
Doenga Inflamatoria Intestinal” (STRIDE) da Organizagdo Internacional para o
Estudo da Doenca Inflamatéria Intestinal que propds metas de tratamento para DI
adulta e pediatrica, ao abordar intervengdes terapéuticas para as DIl, passou a
considerar as terapias dietéticas como parte integrante das medidas-alvo no
tratamento (TURNER et al., 2020).

Devido a ma absorcdo e possivel insuficiéncia gastrointestinal,
diarreia crénica e terapia utilizada, existem diferentes deficiéncias de nutrientes,
incluindo ferro, magnésio, zinco e selénio, bem como vitaminas (vitamina D, acido
félico, vitamina B12) em pacientes com DIl (JABLONSKA; MROWIEC, 2023).

O tratamento dietético de primeira linha para a indugao da remissao
da DC pediatrica leve a moderada é a nutricao enteral exclusiva (NEE), que é a
terapia dietética mais estabelecida e baseada em evidéncias usada na DC.
(RUEMMELE, 2014). Entretanto, a NEE na RCU ainda apresenta resultados
incertos, podendo aumentar a responsividade aos corticosteroides em pacientes
com RCU grave (SAHU et al., 2021).

De acordo com a European Society for Clinical Nutrition and
Metabolism (ESPEN) na DIl ndo existe uma “dieta especifica” via oral, que possa ser
recomendada para promover a remissdo em pacientes com doenca ativa, como
dieta baixa em oligossacarideos, dissacarideos, monossacarideos fermentaveis e
polidis (FODMAPSs), dieta anti-inflamatodria, sem leite, vegetariana, entre outras
(BISCHOFF et al., 2023).

Uma dieta rica em frutas e vegetais, rica em acidos graxos n-3 e
pobre em acidos graxos n-6 esta associada a um risco reduzido de desenvolver DI|
e, portanto é recomendada, assim como alimentos ultraprocessados e emulsificantes
dietéticos (como a carboximetilcelulose), podem estar associados a um risco
aumentado de DIl sendo indicado sua exclusao (BISCHOFF et al., 2023).

O consumo de carboximetilcelulose (CMC) aumentou o desconforto
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abdominal pds-prandial e alterou a composicdo da microbiota intestinal reduzindo
sua diversidade. Além disso, os individuos alimentados com CMC exibiram
alteracbes no metaboloma fecal, particularmente redugdes nos AGCC e nos
aminoacidos livres (CHASSAING et al., 2022).

Em uma meta-analise realizada em 2015, o consumo de vegetais e
frutas esteve inversamente associado ao risco de RCU, (Odds ratio: 0,71 e 0,69),
respectivamente. (LI et al., 2015). A dieta mediterranea — caracterizada por um
elevado consumo de vegetais, frutas, cereais, legumes, gorduras insaturadas como
0 azeite, um consumo médio de peixe, produtos lacteos, vinho, um baixo consumo
de gordura saturada, carne, e doces — foi associado a redugao da inflamacao e
demonstrou ser protetor em algumas doencgas, como o CCR (SONG; GARRETT;
CHAN., 2015).

O estado metabdlico depende da disponibilidade de precursores
dietéticos, incluindo compostos e seus cofatores (por exemplo, aminoacidos,
vitaminas, oxigénio, nitritos e sulfatos). A nutricdo pode, portanto, ser considerada
uma contribuigdo importante para o funcionamento adequado do estado
antioxidante. Além disso, a modulagdo dietética da composicdo da microbiota
intestinal regula o estado redox, pois a microbiota intestinal também fornece uma
grande quantidade de substancias precursoras para a produgao de espécies
reativas (BOURGONUJE et al., 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Comparar os parametros clinicos, metabdlicos, inflamatérios e de
estresse oxidativo entre individuos com RCU de acordo com o indice de massa

corporal (IMC).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os parametros clinicos e antropométricos em pacientes com RCU
Comparando entre os grupos de acordo com o IMC;

e Avaliar os parametros metabdlicos, hematolégicos e inflamatorios em
pacientes com RCU;

e Analisar os parametros de EO na populacao estudada (AOPP, TRAP e NOx);

e Correlacionar os parametros metabdlicos e inflamatérios com os parametros

de EO de acordo com o IMC dos pacientes.
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4 SUJEITOS E METODOS
4.1 AspPeEcTos ETicos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina (UEL) CAAE.
06405812.1.0000.5231); Parecer CEP/UEL n° 2.767.175 (Anexo 1). Todos os
pacientes selecionados assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido para
o estudo (TCLE) (Anexo 2).

4.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foi realizado estudo transversal com 86 pacientes atendidos pelo
Ambulatério de Gastroenterologia do Hospital Universitario, da Universidade
Estadual de Londrina. Os critérios de inclusdo foram idade maior que 18 anos e
diagnostico de RCU e categorizados de acordo com o IMC, sendo: eutrofico (N= 32),
sobrepeso (N= 38) e obeso (N= 16). O diagndstico de RCU foi realizado de acordo
com a avaliacdo clinica e combinagao de investigagdes endoscdpicas, histoldgicas e
bioquimicas conforme proposto pelo terceiro consenso europeu baseado em
evidéncias sobre diagnostico e manejo da RCU (MAGRO et al, 2017). Foram
considerados critérios de exclusado os seguintes fatores: presenga de outras doencas
autoimunes, doencas cardiovasculares, doenga renal crénica, doenga hepatica
cronica, neoplasias, doengas infecciosas agudas ou cronicas e uso de suplementos
antioxidantes. Anamneses clinicas e exames foram usados para coletar dados
sociodemograficos como género, idade, etnia, tabagismo, presenga de hipertensao,

diabetes e uso de medicamentos.
4.3  AVALIACAO ANTROPOMETRICA

Os pacientes foram avaliados no periodo da manha, vestindo roupas
leves e descalgos mediante: peso (kg), estatura (m), a partir desses dados, foi
calculado o IMC pela razao peso/altura2 e categorizados com base nas classes de
obesidade da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2000) como: eutréfico (IMC
18,5-24,9 kg/m2), sobrepeso (IMC 25,0-29,9 kg/m2) e obeso (IMC acima de 30,0
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kg/m2). A circunferéncia abdominal (CA) foi avaliada com uma fita métrica simples,
medindo-se a circunferéncia a partir da distancia intermediaria entre a ultima costela
e a crista iliaca, e os individuos permaneceram com o0s bragos elevados e na

posicao vertical durante essa medicio.

4.4 PARAMETROS LABORATORIAIS

Apos um periodo de jejum de 12 horas, os individuos foram
submetidos a coleta de 13mL de sangue por punc¢do venosa: 4mL em tubos com
vacuo (VACUETTE®) contendo EDTA para a realizagdo dos parametros leucocitos
totais, neutrdéfilos, plaquetas, 4mL em tubo contento fluoreto de sodio para a
determinacédo dos niveis de glicose e 5mL de sangue em tubos com vacuo
(VACUETTE®) sem anticoagulante para a realizagdo dos marcadores bioquimicos e
inflamatorios de colesterol total (CT), colesterol-HDL (HDL), colesterol-LDL (LDL),
triglicerideos (TRI), insulina, Homeostatic Model Assessment, (HOMA-IR), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), creatinina, albumina, ferro
VHS, PCR ultrassensivel (PCRus), ferritina e marcadores de EO (AOPP, NOx e
TRAP). Para os testes de EO as aliquotas foram armazenadas a -80°C até o
momento das analises, os demais testes foram feitos no dia da coleta.

As analises laboratoriais de parametros bioquimicos, incluindo CT,
HDL, TG, glicose, AST, ALT, creatinina, albumina, ferro foram realizados no Sistema
de Quimica Clinica Dimension® EXL 200 da Siemens, utilizando os cartuchos de
reagentes Flex® e o LDL foi calculado pela equagéo de Friedwald (LDL= CT -
(HDL+TG/5)).

A 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 formula (insulina
mUI/L x glicemia mmol/L/22,5) para avaliar a Rl dos participantes, segundo
HAFFNER et al. (1996).

Os niveis séricos de PCRus foram determinados por ensaio
turbidimétrico (C8000, Abbott, Architect Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, EUA).
Os niveis séricos de ferritina foram mensurados e analisados analisados no Alinity
analyzer da Abbott (utilizando o Alinity i Ferritin Reagent). Além disso, os parametros

hematolégicos, incluindo leucécitos, plaquetas, VHS foram realizados em um
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analisador (Yumizen H1500 Horiba). Todas as analises seguiram as recomendagdes

dos fabricantes para garantir a precisédo e a consisténcia dos resultados.

4.5  AVALIACAO DOS PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO E NITROSATIVO

4.5.1 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 deteccdo de antioxidantes hidro e lipossoluveis presentes no plasma. O
ensaio foi realizado adicionando-se ao meio de reacado (1,8 mL de tampao glicina 0,1
M, pH 8,6) 100 pL de luminol em solugdo aquosa 200 yM, 5 pL de soro diluido 50%
em tampao glicina e 100 pL de solugdo 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 reacao € inibida pela acao de enzimas
antioxidantes, como a SOD, a CAT e analogos da vitamina E. A adigao do plasma ao
meio de reacdo reduz a quimiluminescéncia, e o tempo necessario para a
recuperacao 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 indugcédo apds a adicdo de concentragdes conhecidas
de Trolox e plasma permite obter valores de TRAP em equivalentes de Trolox. Os
resultados foram expressos em micromoles de Trolox. Esse experimento 40 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.

4.5.2 Determinagao dos produtos avangados de oxidagao proteica (AOPP)

As concentragdes 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 sao diluidas
1:5 com uma solugdo de PBS. Em seguida, uma curva de calibragdo € construida
utilizando padrées com concentracbes de 6.25, 12.5, 25, 50 e 100 umol, conhecidas

de AOPP. Apéds a adigao dos reagentes e amostras, a leitura foi feita em uma leitora
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de microplacas, modelo EnSpire da marca Perkin EImer®, no comprimento de onda
de 340 nm. As concentragbes de AOPP foram expressas em micromoles por litro

(umol/L) de equivalentes de cloramina.

4.5.3 Determinagédo de metabdlitos de 6xido nitrico (NOx)

A quantificacdo 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 método baseado na redugao de nitratos a nitritos. Essa reacédo ocorre
entre o nitrato na amostra e um sistema de reagentes cadmio-cobre, seguido por
uma etapa de diazotagcdo e detecgao colorimétrica do azocomposto formado com o
reagente de Griess. A concentracdo de NOx foi medida em uma leitora de
microplaca da Perkin EImer® a 540 nm e expressa em M. O método de deteccdo
de nitritos utilizado foi 39 considerado confiavel e sensivel para avaliar os niveis de
NO, fornecendo informacdes relevantes sobre a produgcdo de NO em diferentes
contextos fisiologicos e patologicos. Esse método foi baseado em pesquisas
anteriores descritas por Navarro-Gonzalvez, Garcia-Benayas e Arenas (1998) e
Panis et al. (2011).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada no software IBM SPSS Windows®,
versao 25. A analise dos dados foi feita pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, para
avaliacdo da distribuicdo dos dados e homogeneidade, respectivamente. A analise
de tabelas de contingéncia (teste x2) foi empregada para avaliar as associagbes
entre variaveis categoricas, enquanto a analise de variancia (ANOVA) foi empregada
para avaliar diferengas em variaveis continuas entre os grupos de tratamento.
Analise entre os 3 grupos (eutrofico, sobrepeso e obesidade) classificados de acordo
com o IMC, foi realizado o teste One-Way Anova. A correlagdo das variancias foi
realizada pelo teste de Correlacdo de Pearson. O valor de p<0,05 foi utilizado para

significancia estatistica.
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5 RESULTADOS
Os resultados desta dissertagcao estdo apresentados em um artigo

cientifico intitulado: “Obesity influences the worsening of metabolic parameters in

ulcerative colitis patients”.
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Obesity influences the worsening of metabolic parameters in

ulcerative colitis patients.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Ulcerative colitis (UC) is an inflammatory bowel disease characterized
by inflammation of the mucosa, affecting the colon and rectum. Due to changes in lifestyle
and diet, the incidence of the disease has been increasing globally. Consequently, nutritional
status may be associated with alterations in inflammatory, metabolic, and oxidative stress
factors in patients with UC. OBJECTIVE: To investigate the association between metabolic,
inflammatory, and oxidative stress parameters based on the Body Mass Index (BMI) of
patients with UC. SUBJECTS AND METHODS: A cross-sectional study was conducted
with 86 patients with UC, of both sexes, aged between 19 and 81 years, attending the
Gastroenterology Outpatient Clinic of the University Hospital of Londrina and categorized in
three groups according to BMI due to the World Health Organization (WHO) criteria, such as:
normal weight (N= 32), overweight (N= 38) and obese (N=16). Oxidative stress markers were
determined: total plasma antioxidant capacity (TRAP), nitric oxide (NO), and advanced
oxidation protein products (AOPP). For inflammatory, hematologic and metabolic markers,
the following were analyzed: C-reactive protein (CRP), erythrocyte sedimentation rate (ESR),
hemoglobin, leukocytes, platelets, total cholesterol, low-density lipoprotein (LDL), high-
density lipoprotein (HDL), and triglycerides, transaminases (AST and ALT), creatinine,
albumin, iron glucose, insulin, HOMA-IR, and ferritin levels. RESULTS: Significant
differences were observed between the groups regarding abdominal circumference (AC),
metabolic syndrome and ethnicity (p<0.05). Glucose levels were significantly higher in the
obese group compared to the eutrophic group but is not in overweight group. Insulin, HOMA,
and ferritin levels are higher among overweight and obese compared to eutrophic patients
(p<0.05). No significant differences were found in the values of total cholesterol, LDL, HDL,
triglycerides, AST and ALT, creatinine, albumin, and iron between the groups. There were no
significant differences between the eutrophic, overweight, and obese groups with UC in terms
of hematological parameters, hs-CRP, ESR, and oxidative and nitrosative stress biomarkers.
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Significant positive correlations were found between AOPP levels and total cholesterol, LDL,
and HOMA-IR, while NOx was correlated with triglycerides and hemoglobin. There were
also correlations between TRAP concentrations and hemoglobin, platelets, calcium and
albumin levels. CONCLUSION: This study suggests that obesity may influence metabolic
specially glucose profile, but not the lipid profile function in UC patients. It highlights the
complexity of the relationship between weight and UC biomarkers, which is influenced by
various factors. Further research is necessary to gain a deeper understanding of this
association.

Keywords: Ulcerative colitis; Oxidative stress; Nitric oxide; Body mass index; Inflammation

INTRODUCTION

The inflammatory bowel diseases (IBD) have two common forms: UC and Crohn’s
disease (CD) (1). Ulcerative colitis (UC) affects only the colon, it is characterized by
relapsing and remitting mucosal inflammation, beginning in the rectum and extending to
proximal segments of the colon (2,3).

UC exhibit increasing incidence and prevalence worldwide, particularly in recently
industrialized regions, due to lifestyle changes and dietary patterns (4). The pathogenesis of
UC includes genetic susceptibility, intestinal microbiota, environmental factors, and immune
responses, among which the intestinal microbiota. These factors increase the susceptibility of
developing UC, and disease onset is triggered by events that perturb the mucosal barrier, alter
the healthy balance of the gut microbiota, and abnormally stimulate gut immune responses
(5,6).

Nutritional aspects in UC have been demonstrated to be particularly pertinent, as
they potentially influence disease activity and, consequently, its morbidity (7). In longitudinal
analysis, obese patients were more likely to have active disease upon follow-up compared to
patients with a normal body mass index (BMI), each 1 kg/m? increase in BMI was associated
with a 5% higher likelihood of having active UC (8). BMI is a measurement based on height
and weight of individuals, allows the classification of individuals into categories such as
obese or overweight. With this classification, we can evaluate risk for hypertension, diabetes,
cancer, hypercholesterolemia, and other chronic diseases (9).

Obesity is also recognized as a significant contributing factor to increased oxidative
stress (OS) and inflammation in patients with UC. The pro-inflammatory pathogenic
mechanisms and dysbiotic intestinal microbiota associated with obesity are both precursors
and promoters of many chronic diseases (10).

In UC, OS plays a significant role in the initiation and progression of the disease. OS

may significantly contribute to its etiology, with reactive oxygen species (ROS) being
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responsible for cell death through the oxidation of DNA, proteins, lipids, and nearly any other
cellular constituent (11). During mucosal inflammation, intestinal epithelial cells, neutrophils,
and macrophages produce antioxidant enzymes and nitric oxide (NO) in response to
inflammatory cytokines. Consequently, there is an increase in the production of ROS, which
raises epithelial permeability, leading to disruption of the intestinal barrier (12).

The EO biomarkers are important tools for assessing the biological redox status,
current state, disease progression, and beneficial effects of antioxidants in humans (13).
Among the EO and inflammatory biomarkers, prominent ones include advanced oxidation
protein products (AOPP), nitric oxide (NO), total antioxidant capacity (TRAP), C-reactive
protein (CRP), and ferritin. Monitoring these biomarkers can be a highly beneficial approach
to assessing oxidative stress and metabolic disorders, developing strategies to interrupt the
inflammation cycle observed in UC patients. Considering all these factors, the aim of this
study was comparing metabolic, inflammatory parameters and oxidative stress among

individuals with UC according to body mass index (BMI).

SUBJECTS AND METHODS

A cross-sectional study was conducted with 86 patients seen at the Gastroenterology
Outpatient Clinic of the University Hospital, State University of Londrina. Inclusion criteria
were age over 18 years and a diagnosis of UC. and categorized according to BMI due to the
World Health Organization (WHO) criteria, such as: normal weight (BMI 18.5-24.9 kg/m?2),
overweight (BMI 25.0-29.9 kg/m2) and obese (BMI above 30.0 kg/m?2).

The diagnosis of UC was made based on clinical evaluation and a combination of
endoscopic, histological, and biochemical investigations as proposed by the third European
evidence-based consensus on the diagnosis and management of UC (14). Exclusion criteria
included the following factors: the presence of other autoimmune diseases, cardiovascular
diseases, chronic kidney disease, chronic liver disease, neoplasms, and acute or chronic
infectious diseases. Clinical histories and examinations were used to collect
sociodemographic data such as gender, age, ethnicity, smoking status, presence of
hypertension, diabetes, and medication use. The protocol was approved by the Institutional
Research Ethics Committees of the University of Londrina, Parana, Brazil (CAAE.
06405812.1.0000.5231), and all the individuals invited were informed in detail about the

research and gave written informed consent.
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Biochemical measurements

Biochemical and inflammatory parameters were performed including for total
cholesterol (TC), HDL cholesterol, triacylglycerol, creatinine, glucose, ferritin, AST, ALT,
iron, and albumin (performed at Siemens Dimension. EXL 200 Clinical Chemistry System,
using Flexreagent cartridges), LDL concentrations were expressed in mg/dL and calculated
(15): LDL-C: Total Cholesterol - (HDL-C + Triglycerides/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/22.5) to assess participants' IR, according to Haffner et al. (1996)
(16). High sensitivity C-reactive protein (hsCRP) serum levels were measured using a
turbidimetric assay (C8000, ABBOTT, Architect Abbott Laboratories, Abbott Park, IL,
USA). Serum ferritin (analyzed in Abbott’s Alinity i Analyzer using Alinity i Ferritin
Reagent). In addition, hematological parameters including leukocytes, platelets, ESR (Were
analyzed in Horiba’s Yumizen H1500 analyzer). All analyses followed manufacturers'

recommendations to ensure accuracy and consistency of results.

Anthropometric measurements

The patients were assessed in the morning, dressed in lightweight clothing and
barefoot. Measurements included weight (kg) and height (m). From these data, the Body Mass
Index (BMI) was calculated as weight/height’ and categorized based on the World Health
Organization's (17) obesity classes: normal weight (BMI 18.5-24.9 kg/m?), overweight (BMI
25.0-29.9 kg/m?), and obese (BMI above 30.0 kg/m?). Abdominal circumference (AC) was
measured using a simple tape measure, measuring the circumference from the midpoint
between the last rib and the iliac crest, with individuals maintaining elevated arms and a

vertical position during this measurement.

Oxidative and Nitrosative Stress Biomarkers

TRAP was assessed using the chemiluminescence (QL) technique, adapted from the
method described by Repetto et al. (1996) (18). Plasma concentrations of AOPP were
determined using the semi-automated colorimetry method described by Hanasand et al.

(2012) (19). Quantification of nitric oxide metabolites (NOx) in plasma was carried out by
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determining the concentration of nitrites, this method was based on previous research
described by Navarro-Gonzalvez, Garcia-Benayas and Arenas (1998) and Panis et al. (2011)
(20, 21).

Statistical analyses

Statistical analysis was performed using IBM SPSS Windows version 25. The data
was conducted using the Shapiro-Wilk and Levene tests to assess data distribution and
homogeneity, respectively. Contingency table analysis (¥2 test) was employed to evaluate
associations between categorical variables, while analysis of variance (ANOVA) was used to
assess differences in continuous variables among treatment groups. For analysis among the 3
groups (normal weight, overweight, and obesity) classified according to Body Mass Index
(BMI), the One-Way Anova test was performed. Variance correlation was conducted using
the Pearson Correlation test. A significance level of p < 0.05 was used for statistical

significance.

RESULTS

No differences were observed in values among the normal weight, overweight, and
obese groups of UC patients regarding age, sex, smoking, alcohol consumption, and the
presence of comorbidities such as hypertension, diabetes mellitus (DM) and dyslipidemia,
(p>0.05). Regarding ethnicity, there was a difference between the groups (p=0.033), showed
that most individuals are caucasian and with normal weight and overweight.

As expected, the overweight and obese had higher body mass index (BMI) values
(p=0.001), as well as abdominal circumference (AC) (p=0.001) than normal weight. And the
metabolic syndrome (MS), showed up in normal weight, overweight, and obese group of UC
patients (p=0,016). The other parameters from Table 1 showed no difference between the
groups.

Table 1. Analysis of clinical and anthropometric data among normal weight, overweight, and
obese patients with UC.

Variables Normal  Overweight Obese F/X? df P
weight (n=38) (n=16)
(n=32)

Age 43,65£2,49 46,97+2,04 46,19£3,70 0,367 2 0,246

(years)
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Sex 24/8 23/15 12/4 2,063  1/86 0,357
(Female/Male)

Ethnicity 27/5 21/17 11/5 6,835 1/86 0,033
(C/nc)

Smoker 1/30 1/37 1/15 0,446 1/86 0,800
(Y/N)

Alcohol consumer 3/28 7/31 3/13 1,189 1/86 0,552
(Y/N)

Hypertension 3/29 6/32 5/11 3,757 1/86 0,153
(Y/N)

Diabetes mellitus 3/29 3/35 2/14 0,283 1/86 0,868
(Y/N)

Dyslipidemia 3/29 3/35 2/14 0,283 1/86 0,868
(Y/N)

BMI 21,41+0,44 27,30+0,20 33,10+0,74 169,785 2 0,001
(kg/m’)

AC 79,94+1,59 93,46+1,07 105,88+2,13 61,274 2 0,001
(cm)

Metabolic syndrome 3/29 11/27 7/8 8,300 1/86 0,016
(Y/N)

Use of antihypertensive 3/29 7/31 5/11 3,590 1/86 0,166
(Y/N)

Use of hypoglycemic 2/30 1/37 2/14 2,020 1/86 0,364
(Y/N)

Use of hypolipidemic 3/29 4/34 2/14 0,111  1/86 0,946
(Y/N)

Use of antidepressant 4/28 9/29 4/12 1,709 1/86 0,425
(Y/N)

Use of amino salicylate 29/3 35/3 12/3 1,744 1/86 0,418
(Y/N)

Use of mesalamine or 5/24 4/31 3/9 1,312 1/86 0,519
Sulfasalazine (Y/N)

Use of azathioprine 10/22 13/25 6/10 0,194 1/86 0,908
(Y/N)

Use of 0/10 0/13 1/5 3,970 1/86 0,137
immunosuppressants

(Y/N)

Use of corticosteroids 4/28 9/29 1/15 3,045 1/86 0,218
(Y/N)

Use of Anti-TNF 5127 6/32 5/11 2,076  1/86 0,354
(Y/N)

All results are presented as mean or frequency. p<0.05. C/nC: Caucasian/non-Caucasian; Y/N: Yes or
Not; BMI: Body Mass Index; AC: Abdominal Circumference; TNF: Tumor Necrosis Factor. F:
ANOVA test; X2: Chi-square; df: degrees of freedom; P: p-value.

In Table 2, glucose levels were significantly higher in the obese group compared to

the normal weight group (p = 0,028), whereas insulin (p = 0,001) and HOMA-IR (p = 0,006)

were significantly higher in the obese group when compared to the normal weight and
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overweight groups, among normal weight patients compared to overweight and normal
weight patients compared to obese. No significant differences were found in the values of
total cholesterol, low-density lipoprotein (LDL), high-density lipoprotein (HDL),
triglycerides, transaminases (AST and ALT), creatinine, albumin, and iron (p>0.05) among

the groups.

Table 2. Analysis of metabolic parameters among eutrophic, overweight, and obese patients

with UC.

Variable Normal Overweight® Obese® F df P

weight®

CT (mg/dL) 187,14+7,18  212,33+9,72 180,36+9.27 2,330 2 0,104
HDL-c (mg/dL)  57,10+2,48 50,79+3,43 47,64+4.21 2,170 2 0,121
LDL-c (mg/dL)  112,52+5,58 137,67+8,88 112,27+7,64 1,855 2 0,163
TGL (mg/dL) 87,95+11,69 111,88+11,66 97,36+11,18 1,276 2 0,285
Glucose*(mg/dL) 86,19+1,66¢ 86,33+1,93 96,09+4,774 3,759 2 0,028
Insulin* (mU/L)*  6,05+0,598< 8,750,594 12,09+1,874 9,714 2 0,001
HOMA-IR* 1,32+0,13B¢ 1,93+0,154 2,88+0,434 5,533 2 0,006
AST* (U/L) 20,76+3,52 20,88+1,46 23,91+3,43 0,879 2 0,419
ALT* (U/L) 25,24+2.07 30,3342,52 36,00+£7,47 2,005 2 0,141
Creatinine* 0,85+0,05 0,83+0,03 0,82+0,07 0,043 2 0,958
(mg/dL)
Albumin 3,90+0,06 3,94+0,04 3,93+0,06 0,206 2 0,814
(mg/dL)
Iron (ng/dL) 78,67+6,22 100,04+6,17 85,73+8,43 0,814 2 0,446

All results are presented as mean p<0.05. *data transformed into LN (natural logarithm). CT Total
cholesterol, HDL-c High-density lipoprotein, LDL-c Low-density lipoprotein, TGL Triglycerides;
HOMA-IR: Homeostatic Model Assessment — Insulin resistance; AST: Aspartate Aminotransferase;
ALT: Alanine Aminotransferase. F: ANOVA test; X2: Chi-square; df: degrees of freedom; P: p-value.

No differences were observed among the values between normal weight, overweight,
and obese groups with UC (Table 3) regarding hematological and inflammatory parameters,
such as hemoglobin, leukocytes, platelets, erythrocyte sedimentation rate (ESR), and high-
sensitivity C-reactive protein (hs-CRP) (p>0.05). On the other hand, the ferritin shows a

difference between normal weight when compared to overweight, and obese groups with UC
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(p = 0,009).

Table 3. Analysis of hematological and inflammatory parameters among, normal weight,
overweight, and obese patients with UC.

Variables Normal weight Overweight Obese F df P
Hemoglobin 13,68+0,24 13,84+0,22 13,73+0,20 0,524 2 0,770
(g/dL)

Leukocytes 5939,68+337,45  6208,95+296,90 6315,33+460,47 0,263 2 0,769
(/mm?)

Platelets 238,55+12,05 254,05+9,94 253,67+15,58 0,818 2 0,445
(/mm?3)

ESR* (mm/h)  14,42+1,92 20,18+2,34 25,2743,99 1,861 2 0,162
hs-CRP* 3,76+1,55 3,38+0,48 6,91+3,04 2,087 2 0,132
(mg/dL)

Ferritin* 62,19+11,888, 117,71£20,394 131,27430,55% 4,995 2 0,009
(ng/dL)

All results are presented as mean. p<0.05. *data transformed into LN (natural logarithm). ESR:
Erythrocyte Sedimentation Rate; hs-CRP: high-sensitivity C-reactive protein. F: ANOVA test; df:
degrees of freedom; P: p-value.

For the biomarkers of oxidative and nitrosative stress, AOPP, NOx and TRAP the
groups did not differ significantly (p>0.05) (Table 4). In Table 5, there was a significant and
positive correlation between hemoglobin levels and NOx concentrations (r = 0.101, p<0.05)
and TRAP (r = 0.209, p<0.05), as well as with platelets and TRAP (r = 0.165, p<0.05).
Regarding AOPP, it was correlated with total cholesterol levels (r = 0.266, p<0.05), LDL (r =
0.394, p<0.05), and HOMA-IR (r = 0.229, p <0.05). NOx content was correlated with
triglycerides (r = 0.284, p<0.05). There was a correlation between TRAP concentrations and

calcium levels (r = 0.272, p<0.05) and albumin (r = 0.232, p <0.05) (Table 6).

Table 4. Analysis of oxidative stress biomarkers among eutrophic, overweight, and obese
patients with UC.

Variables Normal Overweight Obese F dfi P
weight
AOPP (umol/L)* 176,52+19,73  180,05+16,11 165,31+21,82 0,218 2 0,805

NOx (umol/L)* 5,14+0,32 6,36+0,81 5,29+0,52 1,058 2 0,352
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TRAP (umol trolox)  836,48+43,00 865,58+29,47  834,44+54,78 0,232 2 0,749

All results are presented as mean. p<0.05. *data transformed into LN (natural logarithm). AOPP:
advanced oxidation protein products; NOx: Nitric oxide; TRAP: Plasma total reactive antioxidant
potential. F: ANOVA test; df: degrees of freedom; P: p-value.

Table 5. Pearson's correlation coefficient between oxidative stress biomarkers correlated with
hematological and inflammatory parameters.

AOPP Nox TRAP

Hemoglobin . %

L) 0,093 0,101 0,209

Leukocytes 0,111 0,066 20,064

(/mm?)

Platelets (/mm?) 0,036 -0,002 0,165*
*

ESR* (mm/h) 0,085 0,006 0,072

hs-CRP*

(mg/dL) -0,081 20,030 0,129

Ferritin® (ug/dL) ) 43 0,077 0,033

Data presented as R value. *P <0.05. AOPP: advanced oxidation protein products; NOx: Nitric oxide;
TRAP: Plasma total reactive antioxidant potential. ESR: Erythrocyte Sedimentation Rate; hs-CRP:
high-sensitivity C-reactive protein.

Table 6. Pearson's correlation coefficient between oxidative stress biomarkers correlated with
metabolic parameters.

AOPP NOx TRAP
CT (mg/dL) 0,266* 0,064 0,074
HDL-c (mg/dL) 0,139 0,160 0,120
LDL-c (mg/dL) 0,394* 0,081 0,132
TGL (mg/dL) 0,170 0,284* 0,150
Glucose*(mg/dL) 0,028 0,121 0,121
Insulin* (mU/L)* 0,118 0,208 0,057

HOMA-IR* 0,229* 0,063 0,024
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AST* (U/L) -0,122 -0,010 -0,168
ALT* (U/L) 0,007 0,136 -0,040
Creatinine*

-0,059 -0,125 0,013
(mg/dL)
Calcium (mg/dL) 0,173 0,120 0,272*
Albumin (mg/dL) 0,108 0,088 0,232*
Iron (pg/dL) 0,001 0,036 0,055

Data presented as R value. *P <0.05. AOPP: advanced oxidation protein products; NOx: Nitric oxide;
TRAP: Plasma total reactive antioxidant potential. CT Total cholesterol, HDL-¢ High-density
lipoprotein, LDL-c Low-density lipoprotein, TGL Triglycerides; Homa (IR) Homeostatic Model
Assessment — Insulin resistance; AST: Aspartate Aminotransferase; ALT: Alanine Aminotransferase.

DISCUSSION

The main find of the present study was that obese group exhibited higher levels of
glucose, insulin, and HOMA-IR compared to the normal weight group and overweight group,
suggesting a greater risk of obesity in pathophysiology of insulin resistance (IR) and potential
metabolic dysfunction. In ethnicity, we found that most individuals are caucasian and with
normal weigh. Victoria, Sassaki and Nunes (2009) (22) conducted a study with IBD patients
in the southeast of Sdo Paulo and found a predominance of white individuals (91.07%)
compared to black and Asian individuals. They attributed these differences to regional
variations in Brazil, particularly between the South and Southeast, which are due to the
processes of miscegenation and colonization in the country.

As expected, abdominal circumference (AC), metabolic syndrome (MS), and
HOMA-IR increased together with BMI. Once initiated, inflammation may exacerbate IR
(23). Therefore, low-grade inflammation caused by obesity is emerging as a potential factor
leading to the development of IR (24). This promotes OS, which not only contributes to
dysbiosis and altered intestinal permeability but also promote a state of low-grade
inflammation and facilitates diseases such as IBD (11).

According to Yorulmaz et al. (2011) (25) the frequency of MS was higher in patients
with UC than in patients with Crohn's disease (CD) and a meta-analysis indicated that MS is
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associated with an increased risk of colorectal cancer, particularly due to elevated BMI and
waist circumference or hyperglycemia (26).

Among IR risk factors, obesity and triglycerides were positively correlated with IR
indexes in IBD patients. However, most features related to IBD, such as disease patterns,
disease activity, and inflammatory markers, were not associated with IR (27). The study by
Capristo et al. (1998) (28) is the first to examine the association between glucose metabolism
and insulin sensitivity in IBD, no significant difference was observed between IBD patients
and control groups regarding glucose metabolism. They presumed to be a consequence of the
diseases being in an inactive phase. However, Dogan a study demonstrated that IR is
correlates with UC, as evidenced by significantly higher mean HOMA-IR scores in UC
patients compared to the control group (29). Even as, inflammation, IR, and carotid intima-
media thickness are heightened in patients with IBD (30).

Another possibility is that IR, hyperglycemia, and overt diabetes may be a
consequence of glucocorticoid (GC) therapy in IBD. GC-induced hyperglycemia results from
an increased rate of hepatic gluconeogenesis, inhibition of glucose uptake in adipose tissue, or
impairment of insulin action at the receptor and post-receptor level (31). In addition, anti-
TNF-a treatment appears to be associated with an increase in body weight, BMI, and other
anthropometric parameters based on meta-analysis searches that identified studies involving
children and adults with IBD treated with TNF-a inhibitors (32).

We didn't find significant differences in metabolic parameters such as lipids,
transaminases (ALT and AST), creatinine, albumin, and iron between the groups, indicating
that these variables may not be directly influenced by weight status in UC patients. The
elevation of liver enzyme levels is believed to reflect hepatic expression of IR, with ALT
levels appearing to correlate with the incidence of Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD)
and MS in a dose-dependent manner (33). There is a higher prevalence of NAFLD among
IBD patients compared with the general population (34). However, our study does not show
increases in these liver enzymes between the study groups.

A study conducted by Biyyani et al. (2010) (35) concluded that patients with IBD
exhibit lower total and HDL cholesterol levels, along with higher LDL and triglyceride levels,
compared to controls from a database. The researchers noted that these changes are
particularly pronounced in individuals with CD when compared to those with UC. These
alterations are likely indicative of bile acid and lipid malabsorption. Another study showed
that IBD patients have long-term lower HDL and elevated triglyceride levels when compared

to healthy controls and an association with increased levels of inflammatory biomarkers
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(CRP, ESR, albumin). This is likely explained by the fact that they included median levels of
the above biomarkers in the analysis, measured during both disease flare and disease
remission (36). Overall, these findings suggest that lipid profiles may be altered in individuals
with IBD, especially in CD, but their relationship with inflammatory markers is complex and
may vary depending on disease activity. A possible explanation for why our study did not find
a statistical difference in lipid parameters is due to the fact that the groups were all patients
with UC, differentiating them by BMI. In our study, we did not compare individuals with UC
with a control group without UC.

No significant differences were found in hematological parameters among groups
with different weight status in UC. Biomarkers are useful attachments to monitor disease
activity in UC (37). In our study, most patients were in remission of the disease. (data not
shown).

In a cohort of 202 patients with UC (13.4% of whom were obese), Stabroth-Akil et
al. (2015) (38) observed a lower prevalence of pancolitis in patients who were obese than in
patients of normal BMI (33% versus 61%, respectively). Approximately 33% of the patients
with moderate-to-severe UC had significant weight gain after one year of treatment. However,
weight gain in these patients was not associated with the risk of major adverse outcomes (39).
On the other hand, obesity was associated with an increased risk of readmission and inpatient
mortality rate in patients with IBD (40).

The inflammatory parameters, such as ESR values and C-reactive protein levels, did
not show statistically significant differences between the groups, however, ferritin exhibited
an increase in serum levels in obesity group when compared to other two groups. According
to Khan et al. (2016) (41), ferritin was correlated with BMI and CRP in overweight and obese
individuals, serving as an indicator of low-grade chronic inflammation rather than iron levels.
The increase severity of MS is associated with increasing CRP. Santos et al. (2005) found that
central obesity and high blood pressure are the most important determinants of the low-grade
chronic inflammation present in MS (42). Furthermore, serum levels of ferritin were
associated with the degree of obesity in pre-obese and obese patients of both sexes (43).

We examined biomarkers related to oxidative and nitrosative stress across the
different weight categories. The statement indicates that there were no statistically significant
differences observed among these biomarkers between the normal weight, overweight, and
obese groups with UC. It is relevant to observe that 5-ASA (5-aminosalicylic acid) used in the
treatment of UC effectively blocks peroxynitrite-induced DNA damage, scavenges

peroxynitrite, and impacts the generation of radicals mediated by peroxynitrite (44),
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suggesting that hematological changes after 5-ASA therapy may influence free radical
generation and pro-inflammatory cytokine content in IBD patients and the severity of UC can
be modified therapeutically (45).

Yuksel et al. (2017) (46) showed that OS status to be higher in IBD patients
compared to a control group, and a strong positive correlation was found between endoscopic
activity index (EAI) and OS rates in the UC, leading to the evidence that OS might be an
indirect indicator of disease activation. Levels of total radical-trapping antioxidant parameter
(TRAP), which evaluates plasma antioxidant capacity as well as parameters of AOPPs in
plasma were positively correlated with hemoglobin, platelets, calcium, and albumin. IBD
patients, regardless of the disease phenotype, depleted total antioxidant capacity, reflecting to
various degrees, clinical and local disease activity as well as the presence of anemia
(concentrations of hemoglobin), the most common extraintestinal manifestation of IBD (47).
This is because oxidation of albumin, which can be evidenced by AOPP can decrease plasma
antioxidant defenses and increase the likelihood of oxidant stress-induced (48). In patients
with UC, high serum albumin was significantly positively associated with mucosal healing
(49).

Previously in our group study, it was demonstrated that overweight subjects with MS
(including insulin resistance, arterial hypertension, obesity, and dyslipidemia) had lower
TRAP concentrations compared to the control group, suggesting that MS subjects may have a
redox imbalance characterized by increased plasma oxidation and reduced antioxidant
capacity (50). Nutrition significantly influences the prevention and improve of IBD
symptoms, like Hajhashemy et al. (2022) (51) found that higher intake of dietary Ca (calcium)
was associated with a lower chance of UC in adults. In addition, inadequate dietary Ca intake
was drastically related to higher chance of UC in comparison to sufficient intake.

The correlations found between oxidative stress biomarkers (AOPP, NOx) and lipid
parameters (total cholesterol, LDL) and HOMA-IR suggest a potential interaction between
nutritional status, metabolic function, and oxidative stress. AOPPs are formed during
oxidative stress by the action of chloraminated oxidants, mainly hypochlorous acid and
chloramines, produced by myeloperoxidase (52). Being the products of oxidative imbalance
themselves, AOPPs further participate in the propagation of both oxidative stress and
inflammation (53). Studies have demonstrated that serum AOPP levels were significantly
increased in UC groups compared with the control group (54, 55). The correlation of AOPPs
with cholesterol has been observed (56, 55). Valli et al. (2007) (57) pointed out its nonspecific

character and questioned AOPP’s correlation with inflammation, suggesting that it may result
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from inflammation-associated dyslipidemia. In a study with diabetic patients, Piwowar et al.
(2007) concluded that AOPP rises progressively with the increase of fat mass assessed by
BMI, from normal to obese patients with a BMI higher than 30 (58).

Excessive production of NOx can lead to the formation of reactive nitrogen species,
contributing to OS, it is generated from the oxidation of the amino acid L-arginine by a family
of enzymes called the nitric oxide synthases (NOS) (59). Keshavarzian et al. (2003) (60)
showed that NOx levels were elevated in all patients with active IBD or specific colitis.
Levels of NOx were substantially higher in active IBD than in inactive IBD. However, these
levels were correlated significantly with the IBD severity score. Avdagi¢ et al (2013) (61)
verify NOx level was significantly higher in IBD patients compared to the control group, and
NOx was higher in UC patients compared to CD patients. According to Stavely et al. (2023)
(62) oxidative stress was a critical player in the pathophysiology of gastrointestinal (GI)
disorders, with a focus on its role in enteric nervous system (ENS) injury and dysfunction.
There is also evidence that OS can precede the onset of the immune response and may
contribute to the pathogenesis of chronic intestinal inflammation (63).

The present study has some limitations. Firstly, the most of patients into remission
phases. Secondly, we lacked a control group to compare with healthy parameters. Finally, this
is a cross-sectional study, so we cannot establish causal relationships. However, our study
shows that weight status, particularly obesity, may influence metabolic function in UC

patients, more specifically in the glycemic profile.

CONCLUSION

Our study suggests that weight status, particularly obesity, may indeed have an impact
on metabolic function. We did not observe any differences in OS parameters among the
groups studied, which were divided by BMI. This suggests that UC alone is responsible for
OS, regardless of BMI. However, the group of obese patients exhibited significant metabolic
alterations compared to the other groups, highlighting the role of obesity in the worsening of
metabolic status. This deterioration was particularly evident in this study by the higher levels

of glucose, insulin, HOMA-IR, and ferritin.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se, portanto, que nao foram observadas diferengas nos
valores entre os grupos de pacientes com RCU de acordo com IMC em relag&o aos
parametros clinicos como idade, sexo, tabagismo, consumo de alcool, presenga de
comorbidades e uso de medicamentos.

Em relagdo aos parametros antropométricos foram observadas
diferengas entre os grupos em relagdo ao aumento da CA e presenga de SM. Entre
os parametros metabdlicos os niveis de glicose foram mais altos no grupo obeso em
comparagao com o grupo de peso normal, assim como a insulina e HOMA-IR.

Nao foram encontradas diferengas nos valores de CT, LDL, HDL,
triglicerideos, transaminases (AST e ALT), creatinina, albumina e ferro entre os
grupos.

Nao foram encontradas diferencas entre os grupos de pacientes com
RCU em relagcdo aos parametros hematolégicos, como hemoglobina, leucdcitos,
plaquetas, VHS e PCR-us.

Entre os parametros inflamatérios a ferritina os niveis séricos de
ferritina foram significativamente maiores no grupo com obesidade quando
comparado aos demais grupos

Para os biomarcadores de EO, ndo foram encontradas diferencas
entre os grupos de acordo com IMC. Houve uma correlagéo significativa e positiva
entre os niveis de hemoglobina e as concentracées de NOx e TRAP, bem como com
as plaquetas, calcio, albumina e TRAP. Em relagdo ao AOPP, houve correlagao
positiva com os niveis de colesterol total, LDL e HOMA-IR. Os niveis de NOx foram

correlacionados positivamente com os niveis de triglicerideos.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Com o presente trabalho foi possivel observar alteragcbes
metabdlicas presentes no grupo obeso e sobrepeso como niveis mais elevados de
glicose, insulina e HOMA-IR e ferritina em relagcdo ao peso eutréfico em pacientes
com RCU. Nao foram observadas diferencas nos biomarcadores de EO entre os
grupos, mas algumas correlagdes foram constatadas entre esses biomarcadores,
como hemoglobina, colesterol e triglicerideos.

Isso mostra como diferentes aspectos de um processo comum de
inflamacao crénica presente na RCU e na obesidade representam os principais
fatores de risco na fisiopatologia dessas doencgas, associadas a inflamacgao, mas que
esses nao alteraram o estado redox dos pacientes. Estudos futuros devem fornecer
mais evidéncias sobre os potenciais beneficios para a saude da combinacido de

intervengdes eficazes entre alteragdes metabdlicas e RCU.
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ANEXO 1 - Aprovagdo do Comité de Etica da universidade Estadual de Londrina.
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Titulo da Pesquisa: Avaliacdo de polimorfismos genéticos, da resposta imunolégica e dos biomacadores de
estresse oxidativo em pacientes com doenca inflamatéria intestinal: associacao com a
atividade da doenca
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contribuicao para a pesquisa sera a realizacao de uma avaliacdo clinica pelo medico gastroenterologista e
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imunolégico da mucosa intestinal, principalmente associado as células do sistema imune adaptativo que
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A hipotese do presente estudo & que o polimorfismo genético (PCR,TNF-, CCR5, FOXP3) junto com os
biomarcadores imunolégicos e estado redox dos pacientes com DIl estejam associados com a atividade da
doenca.
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado(a) Senhor(a):Gostariamos de convida-lo (a) para participar da pesquisa
“AVALIACAO DE POLIMORFISMOS GENETICOS, DA RESPOSTA
IMUNOLOGICA E DOS BIOMACADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO EM
PACIENTES COM DOENGA INFLAMATORIA INTESTINAL: ASSOCIAGAO COM
A ATIVIDADE DA DOENCA?”, a ser realizada no Ambulatério de Gastroenterologia
do Hospital Universitario de Londrina. O objetivo da pesquisa é “estudar os
mecanismos imunoldgicos, genético e de estresse oxidativo envolvidos na Doencga
Intestinal Inflamatdria”. Sua participacdo € muito importante e ela se daria da
seguinte forma: realizagdo de uma avaliagao clinica pelo médico gastroenterologista
e uma coleta de sangue. Esclarecemos que sua participagéo é totalmente voluntaria,
podendo o (a) senhor (a): recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer
momento, sem que isto acarrete qualquer Onus ou prejuizo a sua pessoa.
Esclarecemos, também, que suas informacdes serao utilizadas somente para os fins
desta pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de
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laboratoriais, serdo descartados apos a publicagdo do estudo. Esclarecemos ainda,
que o(a) senhor(a) ndo pagara e nem sera remunerado(a) por sua participagao.
Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serao
ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua participacado. A
sua participagdo neste estudo contribuira para o melhor entendimento dos
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos no desenvolvimento da doenga. Quanto aos
riscos, informamos que sua participacdo ndao acarretara qualquer risco a sua saude
nem alteracdo de qualquer um dos seus tratamentos. A coleta de sangue pode
ocasionar sinais decorrentes da puncédo venosa e consiste: dor no local da pungao
venosa ou pequeno hematoma e, muito raramente, vermelhidao ou infeccéo local.
Mesmo sendo minimos, caso ocorra algum tipo de desconforto o participante sera
prontamente atendido e amparado pelos farmacéuticos responsaveis pela coleta de

sangue e um dos pesquisadores deste estudo.

Caso o(a) senhor(a) tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos podera
nos contatar (Andréa Name Colado Simao, Avenida Robert Koch 60, telefone: 3371-

2321, ), ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
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Humanos da Universidade Estadual de Londrina, situado junto ao LABESC -
Laboratério Escola, no Campus Universitario, telefone 3371- 5455, e-mail:
cep268@uel.br

Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas

devidamente preenchida, assinada e entregue ao (a) senhor(a).

Londrina, de de 201_.
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RG:
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