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RESUMO

As doencas inflamatorias intestinais (DIIs), como a doenca de Crohn (DC) e a
colite ulcerativa (CU), sdo doencas graves do trato digestivo. O diagndstico e
acompanhamento das Dlls permanece sendo um grande desafio na pratica
clinica. O objetivo deste estudo foi investigar os niveis séricos da adipocina
leptina e calprotectina fecal nos pacientes portadores da doenca de crohn (DC).
Os valores de leptina sérica e calprotectina fecal, considerado o “padrao-ouro”,
foram analisados para identificar uma correlagdo entre essas proteinas com a
atividade da doenca (inflamacéo). Para titulo de comparag&o, um grupo controle
contendo participantes (n = 8) sem a doenca de Crohn, também foi avaliado
seguindo os mesmos critérios de coleta e avaliacdo das amostras. Foram
selecionados 15 pacientes com a doenca de Crohn. Os niveis séricos de leptina
e calprotectina ndo se mostraram influenciaveis pelo fator género em pacientes
tdo pouco para controles. A leptina néo foi capaz de diferenciar a atividade da
doenca (8,1 (1,30 - 13,40) ng/mL — doenca ativa ng/mL; 8 (3,125 - 15,35)
ng/mL— doenca ativa; p = 0,614), ao contrario da calprotectina que se mostrou
mais alta nos pacientes com a doenca ativa, 514 (224 - 1231) mcg/g (remissao
145,50 (59,50 - 387,50) mcg/g), p = 0,039. A leptina se mostrou positivamente
influenciada pelos valores antropométricos (gordura corporal e circunferéncia
abdominal). Este trabalho mostrou que a leptina tem baixa especificidade e
seletividade para diferenciar as formas da doenca de Crohn. Com relacdo ao
estagio da doenca, apenas a calprotectina mostrou ser eficiente na
diferenciacdo de doenca ativa de doenca em remisséo.

Palavras-chave: doenca de Crohn; biomarcadores; leptina; calprotectina;

Diagnéstico; doencas inflamatérias intestinais; inflamacao.



ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases (IBDs), such as Crohn's disease (CD) and ulcerative
colitis (UC), are serious diseases of the digestive tract. The diagnosis and follow-up
of IBDs remains a major challenge in clinical practice. The aim of this study was to
investigate the serum levels of the adipokine leptin and fecal calprotectin in patients
with Crohn's disease (CD). Serum leptin and fecal calprotectin values, considered the
“gold standard”, were analyzed to identify a correlation between these proteins and
disease activity (inflammation). For comparison purposes, a control group containing
participants (n = 8) without Crohn's disease was also evaluated following the same
criteria for collecting and evaluating the samples. Fifteen patients with Crohn's
disease were selected. Serum levels of leptin and calprotectin were not influenced by
the gender factor in patients, nor were they influenced by controls. Leptin was not
able to differentiate the disease activity (8.1 (1.30 - 13.40) ng/mL — active disease
ng/mL; 8 (3.125 - 15.35) ng/mL — active disease; p = 0.614), unlike calprotectin,
which was higher in patients with active disease, 514 (224 - 1231) mcg/g (remission
145.50 (59.50 - 387.50) mcg/g), p = 0.039. Leptin was positively influenced by
anthropometric values (body fat and waist circumference). This work showed that
leptin has low specificity and selectivity for differentiating forms of Crohn's disease.
Regarding the stage of the disease, only calprotectin proved to be efficient in

differentiating active disease from disease in remission.

Keywords: Crohn’s disease; biomarkers; leptin; calprotectin; diagnosis; inflammatory

bowel disease; inflammation.
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1 INTRODUCAO

As doencas inflamatérias intestinais (DIls) sdo desordens cronicas de natureza
idiopatica caracterizadas por intensa inflama¢édo da mucosa intestinal, a qual envolve
alteracOes estruturais e funcionais do intestino grosso e/ou delgado. Essas
condi¢bes clinicas incluem primariamente a doenca de Crohn (DC) e a retrocolite
ulcerativa ou colite ulcerativa (CU), as quais afetam cerca de 1 milhdo de pacientes
nos EUA e 1.5 milhdes na Europa (Kelsen et al., 2019). No Brasil, as doencas
inflamatdrias acometem 55 pessoas a cada 100 mil habitantes (GDIIB, 2021).
Clinicamente, a DC é caracterizada pelo aparecimento de lesées que podem ser
transmurais ao longo de toda a extenséo do trato gastrointestinal, sendo, no entanto,
mais comum no colon e no ileo terminal. Por sua vez, a CU se manifesta como
Ulceras superficiais continuas que normalmente aparecem no reto e se estendem
proximamente, sendo, portanto, restrito ao célon. Em ambas as formas, a DIl é
frequentemente associada com grande comprometimento da qualidade de vida dos
pacientes, uma vez que elas se manifestam normalmente em individuos mais jovens

com periodos de atividade e remissédo (Victoria et al., 2009.).

Apesar dos avancos recentes sobre a epidemiologia e fisiopatologia das Dlls,
existem ainda grandes esfor¢cos na tentativa de selecionar potenciais biomarcadores
que possam ser empregados para 0 monitoramento clinico e terapéutico desses
pacientes. Atualmente, o diagnéstico de DC e CU é feito utilizando-se uma
combinacdo de exames de sangue e de fezes (sangue oculto e calprotectina),
histologia, exames de imagem (endoscopia, colonoscopia, ressonancia magnética e
tomografia computadorizada), exames que apresentam um alto valor de custo

operacional (Mowat et al., 2011; Stange et al., 2006).

As reacOes inflamatérias que afetam o intestino de pacientes com Dlls sdo
conhecidas por aumentarem a translocacao bacteriana para regides adjacentes ao
intestino, como o tecido adiposo. Esses microrganismos, bem como 0s seus
subprodutos, sé@o conhecidos por promoverem a proliferagcdo e ativacdo de
adipdcitos e pré-adipdcitos, induzindo assim a hiperplasia do tecido adiposo
mesentérico. Nos exames de imagens de pacientes com doenca de Crohn a
hiperplasia dos adipécitos aparece como creeping fat (conjunto de adipdcitos de
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tamanho significativamente menor e densidade celular cerca de quatro vezes
maiores que aqueles do tecido adiposo branco mesentérico adjacente, possuindo
também grande quantidade de células imunes como linfocitos, macréfagos,
neutrofilos e células NK), o qual é associado com segmentos inflamados do intestino
e cobre mais de 50% da circunferéncia intestinal (Kruis et al., 2013; Zulian et al.,
2013).

Os adipdcitos presentes nos creeping fat e nos depdsitos da submucosa intestinal
secretam inUmeras citocinas e adipocinas capazes de modular funcdes
gastrointestinais e o sistema imune. Entre as adipocinas secretadas pelos adipécitos
viscerais, destaca-se a leptina. Nessa direcdo, estudos tém confirmado o
envolvimento dessa adipocina nas Dlls (Karaskova et al., 2021).

Deste modo, acredita-se que em pacientes portadores da doenca de Crohn os niveis
séricos de leptina possam apresentar elevados se comparados com individuos que
nao sejam portadores desta enfermidade. Sendo assim, pode-se pensar que a
guantificacdo sérica da leptina possa auxiliar no prognéstico e diagnéstico da doenca
de Crohn.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doenca de Chron

As Doencas Inflamatorias Intestinais (DIIs) apresentam anormalidades na arquitetura
da mucosa intestinal a qual se caracteriza por mudancas na topografia de superficie
da mucosa entérica, diminuicdo da densidade das criptas, e anormalidades
arquiteturais dos vilos como distorcbes, ramificacbes e encurtamento em
consequéncia da presenca de intenso processo inflamatorio. S&o divididas em duas
principais formas: Colite ulcerativa ou retocolite ulcerativa (CU) e a doenca de Crohn
(DC) (Jenkins et al., 1997). A doenca de Crohn € uma das formas das Dlls, com
caracteristicas clinicas e curso da doenca variaveis, apresentando, tambeém,

sintomas evoluindo em uma forma recidivante e remitente, que pode comprometer
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qualguer segmento do aparelho digestorio, desde a boca até o anus e a regido
perianal, porém os locais mais afetados sdo o ileo terminal e o cdlon. A regides
inflamadas na DC podem ser descontinua, intercalando partes saudaveis do trato
gastrointestinal (TGI) com partes que apresentam inflamacdes. Existe, ainda, uma
classificacdo do comportamento da doenca de acordo com as complicagbes
intestinais apresentadas, sendo elas a forma estenosante, penetrante ou fistulante e
a forma ndo estenosante, ndo penetrante (Gasche et al., 1998; Thia et al., 2010;
Torres et al.,, 2017). De acordo com a Classificacdo de Viena, alguns estudos
mostram que as taxas cumulativas de complicagcdes em pacientes com DC variam
de 48% a 52% em 5 anos e de 69 a 70% em 10 anos apds o diagndstico, com
aproximadamente metade dos pacientes desenvolvendo estenose (Cosnes et al.,
2002; Louis et al., 2001). A forma estenosante se caracteriza pela ocorréncia de
estreitamento do limen. Esse estreitamento ocorre pelo fato de que na presenca de
uma Ulcera intestinal, as células mesenquimais, como os fibroblastos,
miofibroblastos e células musculares lisas, acumulam-se nesse local e secretam
componentes da matriz extracelular (MEC), como colagenos e fibronectinas, a fim de
reparar 0 dano existente. Quando a inflamac&o se torna cronica e grave, como
acontece na DC, os mecanismos inflamatérios passam a impulsionar a producao
excessiva de componentes da MEC podendo ter como consequéncia a reducao do
diametro do lumen intestinal, estenose e, nos casos mais graves, obstrucdo do
intestino. O mecanismo da iniciacdo e propagacdo da estenose ainda € pouco
compreendido, sabe-se que ele envolve dois eventos paralelos principais: a
expansao da camada de musculo liso e um processo de fibrose, figura 1 (Alfredsson
& Wick, 2020; Rieder et al., 2013).

O desenvolvimento de fistulas (forma fistulante ou penetrante) acomete
aproximadamente um terco dos pacientes. As fistulas podem ser internas (por
exemplo, intestino para intestino, intestino para bexiga ou retovaginal) ou
enterocutaneas (estendendo-se através da parede abdominal ou no perineo), sendo
as fistulas perianais mais comuns. Essas fistulas raramente cicatrizam

espontaneamente ou com uso de medicamentos e, frequentemente, requerem
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Figura 1. Esquema de formagé&o de fibrose e estenose na parede intestinal. Fonte:
Johannes Alfredsson, 2020.

cirurgia (Williams et al., 1981). Em um estudo de base populacional foi observado
gue o risco cumulativo de um paciente com DC desenvolver fistulas perianais foi de
22% até 10 anos apoés o diagnostico (Schwartz et al., 2002). As fistulas perianais
costumam ser mais prevalentes na doenca localizada no reto e podem ser
classificadas como simples ou complexas de acordo com sua extensao, presenca de
abscessos e ramificagdes, figura 2 (Kotze et al., 2018).

Simple Complex

Figura 2. Classificacdo das fistulas perianais em DC pela American Gastroenterological
Association (AGA). Adaptado de Sandborn et al., 2010.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alfredsson%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=33119150
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De acordo com a classificagdo de Montreal, a presenca de fistula ou abscesso
perianal sofreu uma reclassificacdo, passando a ser considerada um modificador do
comportamento da doenca, e ndo mais como uma inclusdo na categoria de doencas
penetrantes (Silverberg FRCPC et al., 2005).

O fenotipo da doenca de Crohn pode ser dividido em 30% de doenca ileal (doenca
limitada ao intestino delgado, com ou sem o envolvimento do ceco), 40% doenca
ileocolbnica (doenca do ileo terminal e em qualquer lugar entre o célon ascendente e
o reto) e 30% doenca colonica (qualquer local entre o ceco e o reto, sem
envolvimento do trato digestivo superior) (Dulai et al., 2019). A DC ileal esta
associada mais frequentemente ao desenvolvimento de doenca perianal, e a DC
coloénica isolada esta associada mais frequentemente a manifestacbes extra
intestinais (Subramanian et al., 2017; Vavricka et al., 2015). Algumas dessas
manifestacbes extra intestinais sdo a artrite e artralgias, além de manifestacdes
oculares na DC colbnica. Acredita-se que isso ocorra como resultado de um
peptideo compartilhado e Unico no cdélon, olho e articulagdo humanos (Bhagat &
Das, 1994). Uma coorte observou que, em relacdo ao envolvimento colonico isolado,
a DC ileal isolada foi associada a um risco 7 vezes maior (raz&o de risco [HR], 7,76)
de mudanca no comportamento da doenga e um risco 9 vezes maior (HR, 9,25) para
desenvolver uma complicagéo intestinal (Thia et al., 2010). Mostrou ainda que
pacientes com DC com envolvimento ileocolénico apresentam risco de mudanca no
comportamento da doenca (HR, 5,63) e complicacdo intestinal (HR, 5,74) mais

proximo ao de pacientes com envolvimento ileal isolado.

Os sintomas mais presentes em pacientes portadores da DC sao sintomas que
estdo intimamente associados a prépria inflamacéo intestinal, como dor abdominal,
diarreia, perda de peso e fadiga (Torres et al., 2017). E, segundo as diretrizes para o
manejo da doenca inflamatéria intestinal em adultos, (Iglesias-Rey et al., 2014),
sintomas sistémicos como mal-estar, anorexia e febre também podem estar

presentes nesses pacientes.
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2.2 Etiologia e Epidemiologia

As Dlls afetam cerca de 1 milhdo de pessoas nos Estados Unidos e cerca de 1.5
milhdes na Europa (Ye et al., 2015). Um estudo realizado na cidade de Sao Paulo
mostrou uma estimativa de 14,8 casos de Dlls por 100.000 habitantes (Victoria et al.,
2009). No Brasil, as doencas inflamatérias acometem 55 pessoas a cada 100 mil
habitantes (GDIIB, 2021). As Dlls se desenvolvem durante a infancia ou
adolescéncia em até 25% dos pacientes (Kelsen & Baldassano, 2008). Entretanto, a
doenca de Crohn pode se desenvolver ao longo da vida e se tornar clinicamente
aparente em qualquer época, desde a primeira infancia até o final da idade adulta
(Freeman & Freeman, 2007; James & Md, 2001). Freeman et al., mostraram em um
estudo, através da andlise de dados de um banco de dados contendo mais de 800
pacientes que, na maioria dos casos, a idade de deteccdo ou diagndstico,
geralmente foi durante o final da adolescéncia e inicio dos 20 anos. Mostrou, ainda,
que durante as ultimas duas ou trés décadas, mais de 80% dos pacientes com
doenca de Crohn foram diagnosticados antes dos 40 anos (James & Md, 2001).
Contudo, estudos mostram que a incidéncia de DC na infancia tem aumentado
significativamente em varias regides do mundo, apontando um aumento dos
nameros de novos casos em cerca de 8,7% ao ano (Benchimol et al, 2011). Este
crescimento da incidéncia das Dlls pode ser visto como uma consequéncia do
impacto da urbanizagdo, alimentacdo com formula em vez do aleitamento materno,
bem como mudancas na tecnologia de alimentos, diminuicdo do consumo de
verduras, frutas e vegetais e aumento no consumo de alimentos ricos em acucar,

gordura animal e emulsificantes (Piovani et al., 2019).

Os mecanismos etioldgicos e patogenéticos que sustentam a patogénese das DllIs
permanecem incertos. Porém, alguns achados e hip6teses ajudam a explicar e
conhecer melhor a etiologia dessas doencas. Os fatores genéticos estédo
intimamente relacionados aos principais fatores que predispdem um individuo ao
risco de desenvolver qualquer uma das formas das Dlls. Na regido centromérica do
cromossomo 16, o receptor NOD2 foi identificado como o primeiro gene a ser
associado a suscetibilidade a doenca de Crohn. Trés mutac¢des principais de NOD2,
p.Arg702Trp  (rs2066844), p.Gly908Arg (rs2066845) e p.Leul007fsX1008
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(rs2066847), estdo associadas a um curso de doenca complicado, particularmente
com um comportamento de doencga penetrante e restritiva. Mais de 250 regifes de
susceptibilidade para DllIs j& foram confirmadas, mas apenas NOD2 é considerado
um marcador genético clinicamente Util para a previsdo da DC. A hip6tese centrada
em torno de uma resposta imunoldgica desregulada do hospedeiro a bactérias
intestinais (comensais e patogénicas) em individuos geneticamente suscetiveis tem
sido a mais comumente utilizada para explicar a origem das DIlIs, figura 3. Essa
hipétese prediz que um distarbio na homeostase intestinal desempenha um papel
que predispde o individuo a alteracdes na funcédo de barreira epitelial e células
imunes. Células dendriticas ativadas por um distdrbio no epitélio ou bactérias
patogénicas translocam para o linfonodo mesentérico, onde instrui células T a adotar
um fenotipo pro-inflamatério (Th17), tornando-se potentes indutores de inflamacao
tecidual (Korn et al., 2009; Benchimol et al., 2011).
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Figura 3. Patogenia das doencas inflamatorias intestinais, susceptibilidade de genes. Fonte:

Expert Rev. Gastroenterology Hepatology, 2009.

Tal como acontece com as doencgas atopicas, a “Hipdtese da higiene” sugere que
um ambiente mais limpo, familias menores e menor exposicéo a animais de fazenda
resulta em aumento do risco de DIlls em pessoas nos paises ocidentais (Radon et
al., 2007).
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Fatores individuais e ambientais também podem ser considerados como gatilhos
para a manifestagcdo das Dlls. Um estudo recente, por exemplo, sugere que a
vitamina D é um indutor da funcdo NOD2, sugerindo que a deficiéncia de vitamina D

pode desempenhar um papel no desenvolvimento da doenca (Wang et al., 2010).

2.3 Diagnéstico

As definicbes e diagndstico de CU e DC sado cuidadosamente revistas nos
documentos de consenso da European Crohn’s and Colitis Organisation (ECCO)
(Stange et al., 2006, 2008). Nesses documentos, as definicbes de CU e DC
reconhecem a classificacdo de Montreal, que tenta caracterizar mais precisamente
0s padrdoes de DIl (Mowat et al., 2011). De acordo com o sistema Montreal de
classificacdo, o diagnostico de DIl é confirmado por avaliagdo clinica e uma
combinacdo de alteracbes hematoldgicas, endoscopicas, histologicas ou
investigacdes baseadas em imagens (Mowat et al., 2011). No caso de CU, o
diagnostico deve ser feito com base na suspeita clinica apoiado por achados
macroscopicos apropriados em retosigmoidoscopia ou colonoscopia, achados
histol6gicos tipicos em biopsia e exames de fezes negativos para agentes
infecciosos. Em se tratando da DC, por sua vez, o diagnéstico depende da
demonstracdo de inflamacéo focal, assimétrica e frequentemente granulomatosa,
mas as investigacdes selecionadas variam de acordo com as manifestagdes

apresentadas e complicacfes (Sands, 2004; Stange et al., 2006).

Figura 4: Colonoscopia de um paciente com doencga de Crohn ileo anal grave em atividade. As setas

indicam ulceracdes profundas tipicas da doenca. Fonte: Arquivos do Dr. Rogerio Serafim Parra.



24

Segundo os protocolos em vigor, a colonoscopia com multiplas bidpsias (pelo menos
duas bidpsias de cinco sitios, incluindo o ileo distal e reto) é a primeira linha de
procedimento para o diagnostico das Dlls (figura 4 e figura 5) (Mowat et al., 2011).
Esse exame permite classificar a doenca com base na extensdo endoscoépica,
gravidade e caracteristicas histologicas (Figura 6). Também permite a avaliacdo de
suspeitas de estenoses no ileo distal ou célon (Terheggen et al., 2008). Assim, deve
haver um esforco na tentativa de definir o tipo de DII, mencionar outros diagnésticos
ou complicacbes coexistentes e mencionar a auséncia ou presenca de qualquer

displasia e seu grau Stange et al., 2006; Terheggen et al., 2008).

. . -
DESCENDENTE DESCFNDENTE

TLEO TERMINAL CECO + VAIVULA

DESCENDENTL SIGMOTDL RLTO-SIGMOIDE

Figura 5: Colonoscopia de um paciente com pancolite ulcerativa grave, refratario a
mesalazina e com dependéncia ao corticéide (A). Mesmo paciente com 1 ano apos o
tratamento com Azatioprina e Infliximabe, note a cicatrizacdo completa da mucosa e

resposta profunda sustentada (B). Fonte: Arquivos do Dr. Rogerio Serafim Parra.

Métodos de diagnéstico por imagem sdo muito Uteis na avaliacdo da extensdo e
gravidade das DlIs, bem como para investigacdo de complicagbes suspeitas (Mowat
et al.,, 2011). Cada modalidade de diagnéstico por imagem tem suas proprias
vantagens e desvantagens, sendo, portanto, desejavel que os médicos discutam a
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escolha dos métodos de imagem com um radiologista para evitar exposi¢ao
desnecessaria do paciente a radiacdo ionizante (Brenner et al., 2007). Dentre os
métodos empregados nesse contexto, o ultrassom pode avaliar o intestino quando
usados isoladamente, além de ter alta sensibilidade para detectar a doenca,
particularmente no ileo terminal (Parente et al., 2002). Ja o hardware e software da
ressonancia magnética facilitam a avaliacdo r4pida e precisa das lesdes do intestino
delgado de portadores da DC (Brenner et al., 2007).

A radiografia abdominal é essencial na avaliacdo inicial dos pacientes com suspeita
de DIl grave: exclui dilatac&o colonica e pode ajudar a avaliar a extensédo da doenca
na CU ou identificar constipacéo proximal. Na radiografia abdominal da DC pode dar
uma impressdo de uma massa ha fossa iliaca direita, ou mostrar evidéncia de
dilatagcdo do intestino delgado (Hall et al, 2008). Por sua vez, a tomografia
computadorizada do intestino fornece informacBes similares a ressonancia
magnética, porém com capacidade de caracterizacdo menor. As vantagens sobre a
ressonancia magnética incluem disponibilidade, aquisicao rapida de imagens (alguns
segundos) e resolucdo espacial. Outros exames de imagem podem ser utilizados
para auxiliar o diagnéstico das Dlls de acordo com as diretrizes de Montreal como a
fluoroscopia com bario varreduras marcadas com isétopos e o0s leucdcitos
radiomarcados 0s gquais possuem a vantagem de avaliarem o intestino de maneira
morfofuncional (Mowat et al., 2011; Mota et al., 2007).

Historicamente, o eritema nodoso tem sido considerado mais comum na DC do que
na CU (Samitz et al., 1975). Entretanto, nos exames de imagem (especialmente a
ressonancia magnética e na tomografia computadorizada) tem sido comum o
aparecimento de depoésitos de gordura em torno da mucosa colénica inflamada
conhecida como creeping fat, o qual € exclusivo da DC e pode ser um fator

preponderante para o diagnostico diferencial das Dlls (Figura 7).
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Figura 6: Cortes histopatolbgicos representativos de Dlls. Infiltrado inflamatério e eroséo da
mucosa (A) e abscessos das criptas com deplecdo de células caliciformes (B) em paciente
com colite ulcerativa. Abscessos das criptas degeneram o epitélio glandular e comprometem
a submucosa, podendo formas também "lesGes em tlnel", chegando a expor a camada
muscular a luz do 6rgao e formando os pseudopdlipos. Com o processo de cicatrizacao,
surge tecido de granulacdo, que se mostra congesto (C). Fonte: Arquivos da Liga de
Patologia da UFC.

No entanto, vale destacar que nem todos os casos de DC aparecem com esse sinal,
e a sua identificacdo requer profissionais altamente capacitados em virtude do
discreto sinal nas imagens (Ng et al., 2017). As reacdes inflamatérias que afetam o
intestino de pacientes com DlIs sdo conhecidas por aumentarem a translocacao
bacteriana para regides adjacentes ao intestino, como o tecido adiposo (Kruis et al.,
2013b; Zulian et al., 2013). Esses microrganismos, bem como 0s seus subprodutos,
sdo conhecidos por promoverem a proliferacdo e ativacdo de adipdcitos e pré-
adipécitos, induzindo assim a hiperplasia do tecido adiposo mesentérico (Zulian et
al.,, 2013). Nos exames de imagens de pacientes com DC a hiperplasia dos
adipécitos aparece como creeping fat, o qual é associado com segmentos
inflamados do intestino e cobre mais de 50% da circunferéncia intestinal (Karaskova
et al., 2021). Morfologicamente, os creeping fat sdo um conjunto de adipdcitos de
tamanho significativamente menor e densidade celular cerca de quatro vezes
maiores que aqueles do tecido adiposo branco mesentérico adjacente, possuindo
também grande quantidade de células imunes como linfécitos, macrofagos,
neutrofilos e células natural killers (NK) (Peyrin-Biroulet et al., 2007). Esse conjunto

especializado de adipdécitos possui um papel ativo na DC, sendo responsavel pela
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inflamacé@o transmural, fibrose, e hipertrofia muscular caracteristica dessa DII.
Adicionalmente, é frequente o relato de depodsitos de gordura na submucosa

intestinal de pacientes com DIl (sinais de halos de gordura) (Fink et al., 2012).

Figura 7: Representacdo dos Creeping fat na doenca de Crohn por tomografia
computadorizada (TC). A TC mostra as paredes do ileo, homogeneamente espessas (seta
nao preenchida) e célon ascendente (seta soélida reta). Medialmente, observe grande
guantidade de gordura mesentérica (em negro; setas curvas grandes). Observe também a
separacao da algca normal do intestino delgado (pequena seta curva) desses segmentos
doentes. Fonte: GORGE et al. 1996.

Os adipocitos presentes nos creeping fat e nos depodsitos da submucosa intestinal
secretam inOmeras citocinas e adipocinas capazes de modular funcdes
gastrointestinais e o sistema imune (Gongalves et al., 2015). Entre as adipocinas
secretadas pelos adipdcitos viscerais, destaca-se a leptina. Esse horménio (“leptos”
palavra grega que significa “magra”) € produzido e secretado pelo tecido adiposo,
estbmago e musculo, e atua principalmente no hipotdlamo regulando a ingestdo de
alimentos e o gasto de energia (Bell-Anderson et al., 2004; Marques-Oliveira et al.,

2018).
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2.4 Tratamentos

O tratamento convencional das Dlls envolve o uso de 5-aminossalicilatos (5-ASAS)
como terapia de primeira linha para inducdo e manutencdo da remissdo em
pacientes com DIl. Os 5-ASAs sao seguros e geralmente bem tolerados (Hanauer &
Stromberg, 2004). Seu mecanismo de agdo ocorre através da inibicdo das vias da
ciclooxigenase e lipoxigenase do metabolismo do acido araquidénico, da sintese de
citocinas inflamatorias e da proliferacdo dos linfocitos T. Os aminossalicilatos mais
utilizados séo a sulfassalazina, mesalazina, osalazina e a balsalazina, muitas vezes
combinados com corticosteroides (Habr-Gama et al.,, 2011). Corticosteroides tém
sido empregados quando os 5-ASAs se mostram ineficientes. Eles provavelmente
agem pelas mesmas propriedades funcionais relativas dos processos inflamatorios.
Parecem controlar a doenga de uma maneira complexa, o que pode incluir a
modulacdo de fosfolipase A2, interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), molécula-1 de aderéncia aos leucécitos endoteliais (ELAM-1) e molécula-1
de aderéncia intercelular (ICAM-1) e a lise dos linfécitos e dos eosindfilos. O uso
tépico de corticosteroides, como enemas de hidrocortisona, podem ser usados como
alternativa ao 5-ASA para doentes com proctite ulcerativa ou colite ulcerativa distal.
Prednisona ou prednisolona oral sdo usadas em colites graves, sendo a
administracdo intravenosa reservada para pacientes graves que reqguerem
hospitalizacdo (Aniel & Odolsky, 2002). S&o farmacos potentes para induzir
remissdo, porém apresentam diversos efeitos colaterais que os contraindicam como
medicamento de manutencdo, ndo sendo recomendado, por exemplo, seu uso
acima de 3 meses (Aniel & Odolsky, 2002).

O controle do processo inflamatério caracteristico das DlIlI's pode, ainda, ser
realizado com o uso de outros medicamentos como imunossupressores e
imunomoduladores ou terapias biologicas anti-TNF. Os farmacos considerados
imunossupressores e imunomoduladores sdo substancias que atuam através da
inibicdo da proliferacdo e ativacdo dos linfécitos, diminuindo assim a resposta
inflamatoria, sendo os mais utilizados a azatioprina, a 6-mercaptopurina, 0

metotrexato, e ciclosporina A e o tacrolimus. Estes modificadores imunologicos sao



29

utilizados como terapia de manutencdo em pacientes com doenca inflamatéria
intestinal em situagdo de intolerancia ou falta de resposta aos aminossalicilatos,
corticosterodides (dependentes ou resistentes) ou cirurgia, em doentes com DIl grave
ou com a doenca com manifestacbes perianais, 0S que nhao responde
antimicrobianos, e como tratamento de primeira linha em doentes que apresentem
fistulas (Triantafillidis et al., 2011).

Tabela 1: Medicamentos bioldgicos utilizados em DII.

Anticorpo Aplicacéo Composicéo Estrutura Esquema
| | | | | 1
Quimérico Dominios varidveis de
Infliximabe - CUeDC (25% murino, origem murina e o
IFX Intravenoso 75% humano) restante, humana. Liga
Remicade mAcC 2 moléculas de TNF.

Adalimumabe CUeDC mAc Sequéncia Unica de

— ADA, Intradérmico Humano aminoacidos. Liga 2

Humira moléculas de TNF.

£
Ligam

Certolizumabe DC Composto covalentemente ao
pegol — CZP, Intradérmico Monovalente polietilenoglicol.

Cimzia Humanizado Fc é ausente. Liga 1

molécula de TNF.

Fonte: Adaptado de GUBERNATOROVA e TUMANOV, 2016.

O desenvolvimento de agentes bioldgicos e seu uso nas Dlls melhorou
consideravelmente a qualidade de vida dos pacientes ao modificar o curso da
doenca e prevenir complicacdes e cirurgias. As terapias bioldgicas consistem em

anticorpos monoclonais contra a citocina inflamatéria  TNF-a, e incluem os
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medicamentos infliximabe (IFX), adalimumabe (ADA), Golimumabe (GLM) e
certolizumabe pegol (CZP). Suas caracteristicas estao representadas na tabela 1. O
controle da inflamacdo pode ser alcancado com os trés agentes biologicos
disponiveis, que séo eficazes tanto na inducdo quanto na manutencdo da remissao.
Para a cura da fistula, tanto o IFX quanto o ADA sé&o eficazes. Pacientes com DC
que foram tratados com IFX concomitante com azatioprina ou monoterapia com IFX
Sa0 mais propensos a ter uma remissao clinica sem corticosteroides do que aqueles
gue recebem monoterapia com azatioprina (Triantafillidis et al.,, 2011). Os efeitos
colaterais mais significativos relacionados a esses medicamentos sdo a ocorréncia
de infec¢des oportunistas e aparecimento de autoimunidade. As contraindica¢des
incluem a presenca de insuficiéncia cardiaca e doencas infecciosas agudas. Varias
estratégias podem minimizar os riscos associados as terapias biolégicas e incluem
um exame cuidadoso da historia pregressa e exame fisico e triagem para

tuberculose latente (Stallmach et al., 2010).

O tratamento cirurgico nas DII's tem indicag¢des relacionadas a falta de resposta aos
tratamentos medicamentosos. Na doenca de Crohn as indica¢des cirargicas sao
basicamente compostas por alteracbes funcionais como estreitamentos e
perfuracdes, hemorragia no intestino, abscessos ou fistulas e megacélon téxico.
Aproximadamente 60% dos pacientes com DC serdo abordados com resseccéo
intestinal (Bernell et al., 2000).

A observacdo macroscépica de uma amostra de resseccdo na doenca de Crohn
(figura 8) mostra classicamente um padrdo descontinuo de inflamagéo.
Principalmente no intestino delgado, pode ser observado o tecido adiposo se
expandindo em direcdo a superficie antimesentérica (envoltorio de gordura — seta.
Figura 8a). As primeiras lesbes macroscopicas da mucosa sao pequenas Uulceras
aftosas que tipicamente se desenvolvem sobre foliculos linféides (figura 8b). A
medida que as Ulceras aftosas aumentam, elas se aglutinam em Ulceras
serpiginosas ou lineares mais profundas, com bordas da mucosa edematosa
salientes (figura 8c). Em locais de inflamagéo transmural com fibrose e proliferagéo
fioromuscular, a parede intestinal pode tornar-se espessada e podem ocorrer
estenoses. As reacgdes inflamatorias que afetam o intestino de pacientes com DIl’s

podem aumentar a translocacdo bacteriana para regides adjacentes ao intestino,
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como o tecido adiposo, promovendo a proliferacdo e ativacdo de adipdcitos
induzindo assim a hiperplasia do tecido adiposo mesentérico. O envoltério de
gordura proeminente € visto como achado secundario (setas - figura 8d) (Langner et
al., 2014).

Figura 8: Ressecg¢ao com acometimento por Doenga de Crohn. Fonte: LANGNER et al,
2014.

A suplementacgédo nutricional e o uso de probioticos vém sendo estudados no manejo
de doencas inflamatdrias intestinais. O déficit nutricional de macro e micronutrientes
como calcio, vitamina D, vitaminas lipossolaveis, zinco, ferro e vitamina B12 podem
ser frequentemente notados nesses pacientes, necessitando de reposicdo. A
nutricdo enteral exclusiva (NEE), geralmente administrada de 3 a 6 semanas, € uma
terapia de inducdo de remissdo alternativa as terapias convencionais principalmente
em pediatria e a nutricdo enteral parcial (NEP) para tratamento de manutencdo vem
exibindo resultados promissores. As demais modificacdes de dietas orais ainda sao
inconclusivas a respeito de sua eficacia, sendo necessarios mais estudos (de Souza
et al., 2020).
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2.5 Biomarcadores no diagnoéstico de Dlls

2.5.1 Calprotectina

A calprotectina tem a vantagem de apresentar excelente estabilidade nas fezes a
temperatura ambiente por até uma semana. A quantificacédo € feita usando a técnica
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), barata e facil. Cinco gramas de
fezes séo suficientes para determinar com seguranca este marcador (Poullis et al.
2002; Lundberg et al., 2005; Angriman et al., 2007). Embora a excrecao de
Calprotectina fecal (CF) nas fezes tenha sido relativamente consistente, alguns
individuos tém concentracdo de calprotectina com maior variacdo dia-a-dia. Essa
variabilidade pode ser devido a mudancas na dieta ou atividade fisica (Poullis et al.,
n.d.; J. A. Tibble et al., 2000). Dobrzanski et al. com 51 pacientes portadores de DllIs
mostrou que houve variacdo diurna insignificante da CF em pessoas saudaveis, mas
uma variacao clinicamente aceitavel DC (ativo e inativo), bem como CU inativo
(Dobrzanski et al., 2014). Estima-se que um volume de sangramento de pelo menos
100 mL por dia pode causar uma concentracdo elevada de calprotectina fecal
(Roseth et al., 1992).

A calprotectina é uma proteina de 36 kDa ligada ao calcio e ao zinco (heterodimero
de S100A8/A9) abundantes no citoplasma dos neutréfilos e, em menor quantidade,
também nos mondcitos e macréfagos reativos (Frosch et al.,, 2005; Judd et al.,
2011). Ela est& presente em condi¢des inflamatérias agudas e crénicas bem como
patologias oncoldgicas, sendo abundante em varios fluidos corporais na mesma
proporcao que o grau de inflamacéo (Johne et al., 1997). A ruptura e a morte celular
desencadeiam a liberacdo de calprotectina, no entanto, parte dela também é
ativamente secretada, figura 9 (Rammes et al., 1997; Voganatsi et al.,, 2001). A
calprotectina é liberada nas fezes e adquire estabilidade ligando-se ao célcio, antes
de ser eliminada. Portanto, sua presenca nas fezes indica migracdo de neutrdfilos e
infiltrac@o no trato intestinal (Vermeire et al., 2004, 2005). A calprotectina também é

encontrada no sangue, mas sua concentracdo nas fezes é seis vezes maior que 0s
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niveis plasmaticos normais (Roseth et al., 1992; Lorentzon Fagerberg et al., 2003).
Concentragdes significativamente maiores de calprotectina fecal tém sido reportadas
nos pacientes com doenca inflamatoria intestinal, adultos e pediatricos, em
comparacao com pacientes com Sindrome do Intestino Irritavel (SIl) ou individuos
saudaveis. Contudo, elevadas concentracbes de calprotectina fecal ndo séao
especificas da DIl. Estas podem ser encontradas também em neoplasias, na
presenca de polipos, na enteropatia por antiinflamatérios ndo esteréides (AINES),
artrite reumatoide, espondilite anquilosante e lupus eritematoso sistémico, com o
aumentar da idade, na doenca celiaca, na colite microscépica e/ou alérgica e
infecgOes (Roseth et al., 1992; Gaya et al., 2005).

Calprotectin
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Figura 9. Esquema representacdo da calprotectina lancamento na DII. Adaptado de Ikhtaire
et al., 2016

Diante disso, é importante definir um corte apropriado e padrdo para 0 uso mais
eficiente, preciso da medida dos niveis de calprotectina em pacientes com DllIs. A
maioria dos estudos mencionaram um ponto de corte de 50 mcg/g g de fezes, mas
um valor de corte mais alto para pacientes com DIl diagnosticada e um corte mais
baixo para individuos saudaveis quando usado para triagem é mais apropriado
(Gisbert & McNicholl, 2009). Uma maior preciséo foi encontrada quando usando um
corte de 100 mcg/g em vez de 50 mcg/g de fezes no diagnostico de DIl (Dhaliwal et
al., 2015; Von Roon, 2007). Penna et al (2021), realizou um estudo prospectivo

comparativo da avaliagdo endoscopica e determinagdo conjunta da PCR e
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Calprotectina no grupo de pacientes com doenca de Crohn e avaliou a acuracia
destes marcadores na inflamagdo. O ponto de corte de 155 mcg/g apresentou alta
sensibilidade (96%) e acuracia de 78% no diagndéstico da atividade inflamatéria a
endoscopia. Em relacdo a PCR, o valor de 6,7 mg/L proporcionou sensibilidade de
75% e especificidade de 67%. A especificidade foi mais elevada (82%) quando
mensurados em conjunto, comparando-se ao seu uso individual (Penna et al., 2021).
Os valores de referéncia de calprotectina utilizados para o auxilio no diagnéstico,
prognoéstico e acompanhamento da inflamacédo nas Dlls sdo: inferior a 50 mcg/g
fezes consideradas niveis normais; 50 a 200 mcg/g fezes considerado
duvidoso/alerta e para valores acima de 200 mcg/g fezes sao consideraveis
alterados (com sugestiva de inflamacao) (Kopylov et al., 2016; Naismith et al., 2014;
Walsham & Sherwood, 2016).

Apesar disso, estudos tém demonstrado que a precisédo diagnéstica da CF é superior
aos marcadores inflamatorios de rotina, como Proteina C reativa (PCR), velocidade
de hemossedimentacdo (VSE), ou ambos (Tibble et al., 2000; Tibble et al., 2002).
Por isso, tem sido sugerido que a CF poderia ser usada como um teste eficaz para
evitar ileocolonoscopias desnecessarias em pacientes com disturbios funcionais.
Muitos estudos mostram que a calprotectina encontrada nas fezes € o melhor
biomarcador, até o momento, para medir diferentes graus de atividade endoscopica
nas DIIS (Angriman et al., 2007; Desai et al., 2007; E Penna et al., 2020; Lin et al.,
2014). Alguns estudos demonstraram ainda que os valores de calprotectina fecal
podem prever a recorréncia em 12 meses (Sipponen et al., 2010; Kallel et al., 2010).

Entretanto, dados na literatura demonstram que a calprotectina possui maior
capacidade diagnéstica para DC (sensibilidade de 83%, especificidade de 85%) do
que para a CU (sensibilidade de 72%, especificidade de 74%) (Gisbert et al., 2009).
Por outro lado, um estudo de 79 pacientes com DIl de Costa et al demonstrou que a
calprotectina fecal correlaciona-se melhor com a recorréncia na CU do que na DC
(Costa et al.,, 2005). No mesmo sentido, outros estudos também demonstram a
calprotectina como um biomarcador melhor para a atividade da doenca em CU

guando comparado a DC (Lin et al., 2014). E, em geral, a calprotectina parece
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associar-se melhor com a DC limitada ao c6lon do que com a doenca ileocolica ou
ileal (Costa et al., 2005; Langhorst et al., 2005; Sipponen et al., 2010).

Diante desse cenario, a investigacao por outros por biomarcadores que auxiliem a
realizacdo do diagnostico confirmatério da doenca inflamatdria intestinal, bem como
a distincao entre a doenca ativa e a remissao, torna-se importante no manejo desses
pacientes. Além disso, aspectos como baixo custo, disponibilidade para unidades de
saude, facil execucdo com praticidade para o paciente deve nortear a busca para
esses novos biomarcadores. Neste contexto, destaca-se a importancia de se

explorar a leptina como biomarcador auxiliar no manejo da DII.

2.5.2 Leptina

2.5.2.1 Aspectos bioquimicos da leptina

A leptina (da palavra grega leptos, que significa “fina”) é derivada do gene lep,
localizado no cromossomo 7, que transcreve um peptideo de 167 aminoacidos com
um peso molecular de 16kD. A sequéncia do gene lep € altamente preservada em
mamiferos, e o0s ortélogos da leptina existem em anfibios, répteis e peixes com
consideravel divergéncia em sequéncias de aminoacidos primarios (Minzberg &
Morrison, 2015).

Esse peptideo é produzido e secretado predominantemente pelo tecido adiposo,
fazendo com que o seja categorizado como uma adipocina. Os niveis circulantes de
leptina refletem o tamanho do tecido adiposo e comunicam o estado de
armazenamento de energia ao hipotdlamo, sendo, portanto, um peptideo
anorexigeno (Marques-Oliveira et al., 2018). Alguns estudos demonstram que a
leptina e seu receptor também sdo expressos e secretados por células epiteliais
gastricas humanas (Mixture et al., 1999). Nesse caso, os hormonios gastricos, sédo

conhecidos por regular em longo prazo a producdo de leptina nos adipdécitos por
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meio da ativacdo dos receptores de receptor de colecistocinina B (CCK-B) e
gastrina, os quais resultam em aumento dos niveis de RNA mensageiro (mMRNA), de
leptina e liberacdo para a corrente sanguinea dessa adipocina (Attoub et al., 1999).

A leptina €, também, produzida pela placenta (Masuzaki et al., 1997).

Apés ser secretada pelo tecido adiposo, a leptina atinge o hipotalamo pela
transcitose mediada pelo receptor e nao pelo sistema de barreira hematoencefalica
(di Spiezio et al., 2018). Sua acdo se da pela sinalizacdo no hipotalamo inibindo a
ingestdo de alimentos e aumentando o gasto energético. Sendo assim, ela é um
importante regulador da massa do tecido adiposo e do peso corporal (Paracchini et
al., 2005). A leptina também é reconhecida como horménio semelhante a citocina
em virtude de suas acdes pleiotropicas em modulacdo de respostas imunes
(Graham M. Lord, 1998). Nessa direcdo, ela estd envolvida nos processos de
defesa e reparacdo da mucosa intestinal incluindo a regulacdo da extensdo das
respostas inflamatérias por infeccdo bacteriana e modulacdo da cicatrizacdo de
feridas (Ring et al., 2000; Jaworek et al., 2003). Estudos demonstram que a leptina
tem resposta dependente do tempo a estimulos inflamatérios agudos. Os niveis de
leptina podem aumentar rapidamente durante a infeccdo aguda e sepse, consistente
com os achados de que a expressdo do RNAm da leptina € estimulada por
lipopolissacarideo (LPS) e citocinas tais como TNF-qa, IL-6 e IL-1B durante reagdes
inflamatorias (Sarraf et al., 1997; Peterson & Fry, 1988).

O receptor de leptina (ObR) é codificado pelo gene db em camundongos, sendo um
membro da familia de receptores de citocinas de classe |, semelhante a gp130 (Al-
Qassab et al., 2009). O ObR consiste em seis isoformas (ObRa, ObRb, ObRc,
ObRd, ObRe e ObRf), formadas a partir de splicing alternativo do mRNA do gene db.
Essas isoformas tém um dominio comum de ligacdo a leptina e diferem em seus
dominios intracelulares (Bjirbaek et al., 1997; Tartaglia et al., 1995). Tipicamente, a
leptina se liga ao seu receptor induzindo alteragbes conformacionais que ativam
Janus cinase (JAK) e (STATS), uma via classica mostrada na figura 10 (Marques-
Oliveira et al., 2018Db).
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Figura 10: Representacao esquematica da sinalizacdo JAK/STAT, a qual é acoplada aos

receptores de leptina. Fonte: Niswender et al. 2001.

2.5.2.2 Papel da leptina na fisiologia e fisiopatologia intestinal

Embora o intestino ndo seja um tecido alvo para a leptina, varios estudos
experimentais apontam que a leptina determina efeitos fisiol6gicos importantes no
crescimento intestinal, na diferenciacdo e maturagéo celular (Badman et al., 2005). A
presenca de expressao da leptina no liquido amniético quando os fetos comecam a
deglutir e depois na mucosa gastrica, bem como a presenca precoce do receptor de
leptina (Ob-Rb) na mucosa intestinal sugere um possivel papel da leptina no
crescimento e na maturacdo da mucosa intestinal do trato digestivo humano ja
durante o desenvolvimento fetal (Aparicio et al., 2005). Além disso, a expressdo do
MRNA do receptor OB-Rb de leptina funcional foi detectada em células do epitélio
humano de intestino delgado (CACO-2) pelo uso da reagao da transcriptase reversa
seguida pela reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), o que confirma que o

enterocito tem a leptina como um potencial alvo de acéo (Morton et al., 1998).
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Adicionalmente a eventos fisiolégicos da mucosa intestinal, alguns estudos ja vém
relacionando essa adipocina a doencas gastroentéricas de grande importancia
clinica. Foi demonstrado em um experimento que a leptina induz a formacéo de
oxido nitrico (NO) em vasos mesentéricos (Hacioglu et al.,, 2005) e que preserva
significativamente indices de mucosa e histologia intestinal seguido de lesdo de
isquemia-reperfusdo. Sukhotnik et al. (2009), por sua vez, demonstraram que a
leptina tem forte efeito estimulante na recuperacédo intestinal de lesdo da mucosa
intestinal causada por metotrexato (MTX), farmaco utilizado para tratamento de
cancer e doencas autoimunes. Os resultados da citometria de fluxo mostraram que a
leptina aumenta a proliferacdo celular de uma forma dependente da dose. Os
resultados demonstraram ainda que ratos tratados com metotrexato apresentaram
diminuicdo significativa no peso total do jejuno, o qual foi revertido pelo uso da
leptina. Esse aumento do jejuno em resposta a leptina se deu por preservacao e
regeneracao das criptas e por um alto teor de proteina na mucosa em comparacao
com animais tratados com MTX, indicando uma tendéncia de diminuicdo da leséo
intestinal (Sukhotnik et al., 2007).

Sukhotnik et al., mostraram em animais que o tratamento com leptina resulta em
uma diminuicdo significativa na lesdo induzida por quimioterapicos, diminuindo o
dano intestinal. O aumento do DNA (acido desoxirribonucleico) e das proteinas da
mucosa apos a administracdo de leptina aumenta o metabolismo celular, o que é
consistente com o aumento da proliferacdo de células epiteliais. Em ratos que
passaram por ressec¢ao intestinal o tratamento com leptina teve um forte efeito
estimulante no recrescimento intestinal (Sukhotnik et al., 2007). Adicionalmente, a
leptina acelera a cicatrizacdo de anastomoses coldnicas em varios modelos animais
(Tasdelen et al., 2004.). Em contrapartida, os adipdcitos mostraram-se capazes de
melhorar a proliferacdo de células de cancer de colon in vitro, parcialmente via
leptina (Yoon et al., 2014).

Estudos demonstram ainda que os niveis de leptina sdo mais altos em pacientes
com doenca de Crohn ativa ou colite ulcerosa em comparacao a pacientes controle
(Sitaraman et al., 2004). Entretanto, esses resultados sdo um tanto contraditorios.
De Carvalho et al. (2020), demostraram que 0s niveis de leptina sdo inversamente

proporcionais a presenca e ao grau de inflamacéo da DIl, mostrando assim que este
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peptideo ndo possui apelo como um biomarcador para diferenciar entre pacientes
saudaveis e doentes. No entanto, este mesmo trabalho foi habil em mostrar que os
niveis sanguineos da leptina séo significativamente maiores entre portadores da DC
se comparados a pacientes com CU, indicando o seu potencial como um
biomarcador para o diagnéstico diferencial entre essas Dlls (De Carvalho et al.,
2021). Kim et al (2017) demonstraram ainda que niveis séricos de leptina se
correlacionaram significativamente com os niveis de PCR em pacientes com a

doenca de Crohn.

Mesmo com os biomarcadores utilizados na prética clinica atualmente e sua positiva
capacidade de avaliar a atividade da doenca, o biomarcador ideal para a DC ainda
nao foi encontrado (Plevy et al., 2013). E, existem casos em que ainda nao é
possivel a identificacdo da atividade da doenca sem a necessidade de um exame
mais invasivo, como a endoscopia (Mowat et al., 2011). Esse tipo de exame gera
desconforto e possivel constrangimento ao paciente. Em entrevistas realizadas com
pacientes com doenca inflamatoria intestinal pela Associacdo Brasileira de Colite
Ulcerativa e Doenca de Crohn - ABCD, hé relatos de pacientes que se recusaram a
realizar o exame por se tratar de uma enteroscopia, que teria a introducédo de um
tubo flexivel pelo dnus (Machado et al., 2017). Muitos desses exames apresentam
alto custo e isso dificulta seu acesso. Contudo, eles podem ser acessados também
por meio do Sistema Unico de Salde (SUS) por toda a populacéo. Entretanto, por se
tratar de exames mais robustos e com um custo operacional maior, muitas unidades
de salde nao sdo equipadas com aparelhos capazes de realizar tais exames. 1Sso

também é um fator que prejudica o diagnéstico e acompanhamento da doenca.

A vista disso, a descoberta por biomarcadores que possibilitem auxiliar o diagnéstico
confirmatorio e acompanhamento preciso da atividade da doenca de Crohn com um
baixo valor de custo operacional, capaz de ser realizado em qualquer unidade de

salude e que apresente um desconforto menor ao paciente é de extrema importancia.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Determinar e avaliar 0os niveis séricos de leptina e de calprotectina fecal juntamente
com a avaliacdo de composicdo corporal em pacientes portadores de doenca de
Crohn.

3.2 Objetivos especificos

- Determinar os niveis de leptina sérica e de calprotectina fecal em amostras de

pacientes com doenca de Crohn e, também, no grupo controle.

- Avaliar a composicdo corporal (percentual de gordura corporal e circunferéncia

abdominal) de pacientes e dos individuos do grupo controle.

- Identificar o percentual de gordura corporal de cada participante e avaliar se esse
fator € modificador da concentracdo sérica de leptina e calprotectina fecal.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Casuistica

Projeto de carater experimental cuja proposta é evidenciar o potencial valor
diagndstico da leptina sérica em pacientes com diagndstico confirmatério para a
doenca de Crohn por meio da quantificacdo dessa adipocina no sangue dos
pacientes e avaliacdo da composi¢cao corporal. Pacientes atendidos no Instituto
Alfa de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) foram selecionados para participar do estudo, aplicando-
se o0s critérios de inclusdo e exclusdo. E um grupo de funcionarios da
Faculdade de Farméacia da Universidade Federal de Minas Gerais foram
selecionados, também se adequando aos critérios inclusdo e excluséo, para
compor o grupo controle. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (COEP/UFMG) (CAAE: 51088021.0000.5149).

ApoOs a selecdo dos participantes foram realizadas coletas de amostras de
fezes e sangue e uma analise de avaliacdo corporal foi realizada. O estudo
incluiu de 23 participantes (13 mulheres e 10 homens), sendo desses 15
compondo o grupo de pacientes e 8 no grupo controle. A idade variou entre 20
e 67 anos. Os dados clinicos dos pacientes, bem como laboratoriais, foram

obtidos através de analises dos prontuarios.

Os pacientes tiveram o diagndéstico confirmado para doenca de Crohn por meio
de exames sorolégicos e endoscopicos e a atividade da doenca por meio da
avaliac&o clinica baseada no indice de Harvey-Bradshaw. O indice de Harvey-
Bradshaw é um questionario-score ao qual o paciente informa sobre seu estado
de bem-estar geral, dores e nimero de evacuacdes e a interpretacdo das
respostas indicam se o0 paciente estd em fase ativa ou remissiva (Harvey &
Bradshaw, 1980). Juntamente com o Iindice de Harvey-Bradshaw, a
calprotectina fecal torna-se um parametro para a confirmacao da atividade da

doenca nos pacientes atendidos no Instituto Alfa de Gastroenterologia do

41



Hospital das Clinicas.

4.2 Critérios de Inclusao e Exclusao

Os critérios de inclusdo adotados foram pacientes com diagnostico
confirmatorio para a doenca de Crohn, através da Classificagcdo de Montreal em
suas diferentes formas (estenosante, ndo estenosante e inflamatéria) e os
controles selecionados foram participantes que nao tinham a doenca de Crohn
nem qualquer outra doenca inflamatoria intestinal. Ambos os grupos atendendo
a faixa etéria estabelecida pelo estudo: de 18 a 70 anos. Enquanto os critérios
de exclusao foram participantes com doencas da tiredide, doenca cardiaca
coronariana, hipertensdo maligna ou insuficiéncia renal, gravidas, aqueles com
cirrose hepatica, pacientes que apresentam fistulas perianais ou que passaram

por ostomia.

Para este estudo, foram coletadas amostras sanguineas mediante jejum de 8
horas e amostras fecais (fezes de até 24 horas antes da coleta sanguinea). Os
participantes também passaram por uma avaliacdo nutricional para
determinacdo da composicdo corporal (percentual de massa magra e gordura,
além de circunferéncia abdominal e de quadril) e responderam um questionario
a fim de identificar hdbitos de cada paciente (alimentacdo, atividade fisica,
tabagismo, etc.). Para a selecdo prévia dos pacientes elegiveis para o estudo
foi realizada uma analise do prontuario dos pacientes que fazem
acompanhamento no Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital das
Clinicas da UFMG. Apés essa selecéo prévia, os pacientes foram convidados
pelos pesquisadores, no consultério médico durante a consulta, a participar da
pesquisa através do fornecimento de amostras sanguineas e fecais, andlise

nutricional e resposta a um questionario.
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4.3 Coleta das amostras

A autorizacéo e consentimentos fornecidos pelos pacientes foram devidamente
registrados através do preenchimento e assinatura, pelos pacientes e pelo
pesquisador responsavel, do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), apéndicel0.1. Os participantes nado tiveram custos para participar
dessa pesquisa. Os frascos coletores para amostras fecais foram fornecidos
pela equipe de pesquisa. Além disso, os participantes tiveram a liberdade para
se recusar a participar do estudo ou se retirar do estudo a qualquer momento

sem prejuizos ao seu atendimento médico.

4.3.1 Amostras sanguineas

As amostras de sangue foram coletadas por profissionais qualificados e com
experiéncia para minimizar o desconforto da coleta. Além disso, como a coleta
sanguinea exigiu jejum noturno (8 horas) dos participantes, ao final da coleta,
havia disponivel para cada participante um lanche fornecido pela equipe de
pesquisa. Foram coletados 2 tubos de sangue de cada paciente, totalizando 18

mL de amostra sanguinea.

4.3.2 Amostras fecais

Para as amostras de fezes, foram disponibilizados pela equipe de pesquisa
potes coletores onde cada participante do estudo realizou a coleta das fezes
com o prazo maximo de 24 horas antes do dia da coleta sanguinea. Para
minimizar o constrangimento da entrega das amostras fecais, estas foram
recolhidas individualmente e em um local reservado com apenas o pesquisador
responsavel pelo recebimento da amostra. Neste mesmo local reservado, 0s
pacientes tiveram seus dados sobre a composi¢ao corporal coletados por uma

profissional nutricionista que também compde a equipe deste estudo.

ApOs as coletas, as amostras (sangue e fezes) foram acondicionadas em caixas
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térmicas e transportadas sob refrigeracdo, imediatamente apds término das
coletas, e foram encaminhadas para um laboratério terceirizado, através de
uma parceria técnico-cientifica com o Laboratorio Lustosa, localizado na Rua

dos Carijos, 150, 6° andar- Centro, Belo Horizonte-MG, para analise.

4.3.3 Composicao corporal

Para a coleta de dados da composicdo corporal de cada participante, em
especial os dados relacionados ao percentual de gordura corporal e
circunferéncia abdominal, foram utilizados uma balanca antropométrica e um
adipémetro/plicometro cientifico. As pregas utilizadas durante a medicdo com o
adipdmetro/plicobmetro  foram: biceps, triceps, subescapular, peitoral,
suprailiaca, abdémen, coxa e panturrilha, todas em triplicata. Foram medidas
também, por meio de uma fita métrica, as circunferéncias do: braco, punho,
cintura, quadril, abdome, coxa e panturrilha. Os dados foram coletados por uma

profissional nutricionista e foram tratados no software Dietbox.

4.3.4 Dados dos prontuarios

Além das coletas de amostras biolégicas e composicao corporal, foi necessario
0 acesso as informacgdes dos prontuarios de cada paciente. Os principais dados
acessados foram a farmacoterapia utilizada por cada um e o diagndstico
confirmatério da doenca de Crohn, além de dados relacionados ao
acompanhamento e evolucdo da doenca. Para este ultimo, foi necessario,
também, acesso aos resultados dos exames de colonoscopia realizados pelos

pacientes anteriormente a este estudo.

4.3.5 Questionario

Para ambos os grupos, controle e pacientes com DC, foram feitas entrevistas
usando como base um questionario que tinha como intuito conhecer os habitos

de cada paciente como: uso de cigarro, medicamentos em uso, comorbidades e
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presenca ou auséncia de dor no momento da entrevista.

4.4 Andlise das amostras

Os resultados das analises das amostras sanguineas coletadas foram
comparados com o nivel de calprotectina contida nas fezes (amostra de fezes)
dos pacientes. A composi¢ao corporal, bem como os dados adquiridos atraves
do questionario e auditoria de prontuarios foram compilados em uma tabela

para facilitar as analises e comparacoes.

4.4.1 Andlise de leptina sérica

Para a andlise da leptina sérica foi utilizada a técnica de Enzyme immunoassay
method (ELISA) -CAN-L-4260DBC - Diagnostics Biochem Canada Inc.

O principio do teste de imunoensaio enzimatico segue uma captura tipica de
duas etapas ou ensaio do tipo 'sanduiche'. O ensaio utiliza dois anticorpos
monoclonais altamente especificos: Um anticorpo monoclonal especifico para
leptina é imobilizado na microplaca e outro anticorpo monoclonal especifico

para um epitopo diferente de leptina € conjugado com biotina.

Durante a primeira etapa, a leptina presente nas amostras e padrdes esta
ligada ao anticorpo imobilizado e ao anticorpo biotinilado, formando assim um
complexo sanduiche. Excesso de anticorpo biotinilado néo ligado é removido na
etapa da lavagem. Na segunda etapa, adiciona-se a estreptavidina-HRP, que
se liga especificamente a qualquer anticorpo biotinilado ligado. Novamente, a
estreptavidina-HRP né&o ligada é removida por uma etapa de lavagem. Em
seguida, adiciona-se 0 substrato enzimatico (TMB), formando um produto
colorido que é diretamente proporcional a quantidade de leptina presente. A
reacao enzimatica é terminada pela adicdo da solucéo de parada, convertendo

a cor azul em uma cor amarela. A absorbancia é medida em um microtitulacao
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leitor de placas a 450 nm. Um conjunto de padrdes é usado para tracar uma
curva padréo a partir da qual a quantidade de leptina no paciente, amostras e
controles podem ser lidos diretamente (Considine R., et al., 1996). Essa técnica

requer o uso dos seguintes materiais:

e Separacdo Revestida de Anticorpo Monoclonal Anti-Leptina;
e Microplaca de Poco;

e Conjugado Monoclonal Anti-Leptina-Biotina;

e Concentrado de Conjugado de Estreptavidina-HRP;

e Calibradores de leptina;

e Controles;

e Concentrado de tamp&o de lavagem;

e Tampao de ensaio;

e Substrato TMB,;

e Solucéo de parada.

4.4.2 Andlise da calprotectina fecal

Para a analise da calprotectina fecal foi utillizada a técnica de
fluorenzimoimunoensaio, EliA Calprotectin 2 Wells - © Phadia GmbH, Freiburg,
Germany.

Os EliA Calprotectin 2 Wells estdo revestidos com anticorpos monoclonais
contra a calprotectina. Se estiver presente nas amostras do paciente, a
calprotectina liga-se aos anticorpos do revestimento. Apos a lavagem dos
componentes nado ligados, sdo adicionados anticorpos anti-calprotectina
humana marcados com enzima (EliA Calprotectin 2 Conjugate) formando um
complexo calprotectina-conjugado. Apos a incubagéo, o conjugado néo ligado &
eliminado por lavagem e o complexo ligado é incubado com a Development
Solution. Apés a paragem da reacdo, procede-se a leitura da fluorescéncia na
mistura de reacdo. Quanto mais elevado for o valor da resposta, maior a

concentracdo de calprotectina especifica presente na amostra. Para avaliar os
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resultados do teste, a resposta das amostras do paciente € comparada
diretamente com a resposta dos calibradores. (Gaya et al., 2002).

Os reagentes EliA estdo disponiveis em embalagens modulares, cada uma
comprada separadamente. Sendo eles:

o EIIA Calprotectin Positive Control 250 (Calprotectina humana em
tampao fosfato salino (TFS=PBS), contendo albumina de soro bovino
(ASB=BSA), detergente e azida de sodio (0,095 %); simbolo:pos);

e 0 EIlIA Calprotectin Negative Control 250 (Calprotectina humana em
tampéo fosfato salino (TFS=PBS), contendo albumina de soro bovino
(ASB=BSA), detergente e azida de sddio (0,095 %);

e 0 EIIA Stool Extraction Kit 2 (Calprotectin 2 Extraction Buffer 6 frascos
(117 ml cada) (corado de vermelho); o tampéo Tris-buffer contendo
albumina de soro bovino (ASB=BSA), e azida de sodio (0,05 %);

e 0 EIiA Stool Extraction Kit plus (Stool Extraction Kit plus tubos pré-cheios

com 1800 pl de EIliA Stool Extraction Buffer plus), para a realizacdo de

um teste EIliA Calprotectin 2.

Os EIliA Calprotectin 2 Wells sdo acondicionados em canetas, as quais sao
guardadas em sacos selados de folha de aluminio, contendo um exsicante.
(GAYA et al., 2002).

4.5 Andlise Estatistica

A andlise dos dados incluiu a estatistica descritiva calculada para variaveis
continuas, incluindo médias, valores minimos e maximos, bem como intervalos de
confianga de 95% (ICs). O teste de Shapiro-Wilk avaliou a normalidade dos
dados. Os dados normais foram avaliados pelo teste t. O Mann-Whitney foi realizado
para comparar os resultados dos dados ndo normais (distribuicdo ndo paramétrica).
Para a andlise estatistica ndo paramétrica da composi¢do corporal foi usado o
coeficiente de correlacdo ndo paramétrico através do teste Spearman. Todos 0s
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dados foram analisados no software GraphPad Prism 8.0.2, e p < 0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram incluidos no estudo 15 pacientes diagnosticados com a doenga de Crohn
(5 ativos e 10 em remissao), sendo 7 mulheres (47%) e 8 homens (53%), tabela
S1. Os pacientes tiveram o diagnostico confirmatério para doenca de Crohn por
meio de exames soroldgicos e endoscopicos e a atividade da doenca pela
avaliacdo clinica baseada no indice de Harvey-Bradshaw. Juntamente com o
indice de Harvey-Bradshaw, a calprotectina fecal torna-se um parametro para a
confirmacédo da atividade da doenca nos pacientes atendidos no Instituto Alfa
de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas. A idade média entre os
portadores de Crohn foi de 48 anos, tabela S1. Para o grupo controle foram
selecionados 8 participantes, sendo 6 mulheres (75%) e 2 (25%) homens com

idade média de 52 anos, tabela S3.

Este é o primeiro relato de uma avaliacdo conjunta entre os niveis da leptina

sérica e os niveis de calprotectina fecal em pacientes com a doenca de Crohn.

5.1 Niveis séricos de leptina no prognoéstico da doenca de
Crohn

Os niveis de leptina encontrados no presente estudo, tanto para o grupo de
pacientes quanto para controles estdo de acordo com estudos publicados
recentemente que dosaram essa mesma adipocina em pacientes portadores de
Crohn e participantes saudaveis, tabelas S1 e S3, (Bannerman et al., 2001,
Kamiris et al., 2006; Frivolt et al., 2018; Rodrigues et al., 2012; Trejo-Vazquez et
al., 2018; Y. Nishi et al., 2005). Da mesma forma, a calprotectina se encontra
em conformidade com os valores de referéncia utilizados na pratica clinica e na
literatura (Naismith et al., 2014), tabela S5. O fator género ndo modificou os
niveis de leptina sérica em pacientes portadores de Crohn. Apesar de
apresentar uma mediana de 10,70 ng/mL para o sexo feminino enquanto para o

sexo masculino uma mediana de 4,90 ng/mL, o valor de p = 0,108, indica que



ndo ha diferencga estatistica, tabela 2. No mesmo sentido, no grupo controle a
concentracdo de leptina sérica também foi maior para o sexo feminino com
17,75 ng/mL e para o0 sexo masculino 2,20 ng/mL, entretanto apresenta o valor

de p = 0,328, também néo indicando diferenca estatitica, tabelas 3.

Tabela 2. Dados dos pacientes e niveis de leptina e calprotectina. Niveis de leptina

sérica e calprotectina fecal em pacientes portadores de doenca de Crohn.
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Leptina Calprotectina
(ng/mL) (mcg/g)
n Mediana Valor p Mediana Valor p
Sexo
Feminino 7 10,70 (5,95 - 28,5) 115 (61 - 328)
0,108 0,162
Masculino 8 4,90 (1,45 - 9,80) 351 (203 - 939,25)
Atividade
DCativa 5 8,10 (1,30 - 13,40) 514 (224 - 1231)
o 0,614 0,039
DC remissdo 10 8,00 (3,125 - 15,35) 145,50 (59,50 - 387,50)
Localizagdo
lleocoldnica 9 3,80 (2,40 - 8,10) 212 (58 - 278)
0,324 0,425
lleal 6 12,05 (9,13 - 20,08) 428 (238 - 424)
Forma
Estenosante 6 4,45 (1,35 - 9,88) 138 (59,50 - 371)
N&o estenosante 0,658 0,971
B 7 8,10 (3,35 - 19,60) 278 (169,50 - 473)
N&o penetrante
Farmacoterapia
Azatioprina 4 7,45 (1,33 - 15,63) 469 (371 - 801,75)
iopri 0,638 0,818
Azatioprina + 9,65 (12,13 - 21,85) 560 (223 - 939,25)
infliximabe
Comorbidades
Hipertensdo 2 21,65 (15,13 - 28,18) 304 (240 - 368)
Dislipidemia 3 8,60 (4,70 - 15,45) B 212 (194 - 363) -

Valores em meédias e medianas (intervalo primeiro quartil e terceiro quartil). O teste
de Shapiro-Wilk avaliou a normalidade dos dados. Os dados normais foram avaliados
pelo teste t. O Mann-Whitney foi realizado para comparar os resultados dos dados néao
normais (distribuicdo ndo paramétrica). p < 0,05 indica diferencas estatisticamente

significativas.

Esse resultado estd em desacordo com alguns estudos que demonstram niveis
de leptina maiores para o sexo feminino (Kasacka et al., 2019; Nixon Andrasson

et al., 2010). Essa diferenca entre os niveis de leptina ainda é pouco conhecida,
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entretanto, pesquisadores sugerem que a secrecdo de leptina pode ser
controlada por hormonios sexuais ou outros fatores desconhecidos. A producéo
de leptina difere entre visceral e tecido adiposo subcutaneo (Liuzzi et al., 1999)
e € suprimida por testosterona (Luukkaa et al., 1998), fornecendo uma possivel
explicacdo para as maiores concentragfes sericas de leptina relatadas em
mulheres em comparacdo com homens nos estudos publicados (Lieb et al.,
2009; Luukkaa et al., 1998; Rubin et al., 2002). A explicagao para a divergéncia
apresentada entre os resultados do presente estudo e a literatura pode ser o

reduzido numero de pacientes.

Tabela 3. Dados do grupo controle e niveis de leptina e calprotectina

Leptina Calprotectina
(ng/mL) (mcg/g)
n Mediana Valor p Mediana Valor p
Sexo
Feminino 6 17,75 (13,40 - 263) 162 (81 - 190,50)
. 0,328 0,287
Masculino 2 2,20 (1,80 - 2,60) 68,65 (36,98 - 100,33)
Comorbidades
Hipertensdo 2 4,3 (2,85-5,75) 144 (138 - 150)
Diabetes 2 2,20 (1,80 - 2,60) h 68,65 (36,98 - 100,33) B

Valores em média e medianas (intervalo primeiro quartil e terceiro quartil). O teste
de Shapiro-Wilk avaliou a normalidade dos dados. Os dados normais foram avaliados
pelo teste t. O Mann-Whitney foi realizado para comparar os resultados dos dados nao

normais (distribuicdo ndo paramétrica). p < 0,05 indica diferengas estatisticamente

significativas.

Observa-se pela tabela 2 que os niveis de leptina sérica (mediana) entre os
grupos de doenca ativa (8,10 ng/mL) e remisséo (8,00 ng/ mL) ndo mostraram
diferencas estatisticamente significativas (p = 0,614). Do mesmo modo, as
diferentes formas da doenca parecem ndo apresentar influéncia
estatisticamente significativa na concentracdo sérica de leptina (estenosante:
4,45 ng/mL e nado estenosante ndo penetrante: 8,10 ng/mL, p = 0,658), figura
11.



Apesar da auséncia de associacdo entre 0s niveis circulantes de leptina e a
forma da doenca, e também da presenca de atividade das Dlls, diversos
estudos tém apontado o envolvimento dessa adipocina na fisiopatologia desta
condicao clinica (Britta et al., 2002; Sitaraman et al., 2004; Frivolt et al., 2018).
O papel da leptina no desenvolvimento das Dlls é conhecido por envolver os
enterocitos que constituem a mucosa intestinal (Bannerman et al., 2001), a
maquinaria imunoldgica da lamina propria (em especial as células T) (Ballinger
et al., 1998), e os adipécitos mesentéricos (Karaskova et al., 2021).
Inicialmente, a leptina expressa é secretada em altos niveis pelos adipécitos
mesentéricos inflamados comuns nas Dlls. A leptina se liga a receptores
especificos presentes em células imunes residentes na lamina propria e,
também, nos enterécitos do colon e do intestino delgado culminando na
ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) (Sitaraman et al., 2004). Esse
fenbmeno induz ao dano do epitélio que recobre a mucosa intestinal, promove a
apoptose de células dos vilos e criptas, inducdo da infiltracdo de neutrofilos,
estimula a producédo de espécies reativas do oxigénio, e regula a proliferacéo
celular. Essas alteragées na mucosa intestinal sdo frequentemente encontradas
em bidpsia de pacientes com DIls, justificando a importancia da leptina na
fisiopatologia dessas condicdes (Trejo-Vazquez et al., 2018). Contudo, os
resultados encontrados no presente estudo encontram-se respaldados pela
literatura, uma vez que alguns trabalhos mostram que o0s niveis séricos de
leptina ndo apresentam diferencas em relagdo as caracteristicas da DC e
atividade da doenca (Trejo-Vazquez et al., 2018; Rodrigues et al., 2007; De
Carvalho et al., 2022).

Em relacdo a localizacdo da doenca, apesar de observarmos um ligeiro
aumento da concentracdo sérica de leptina na forma ileal, os dados né&o
apresentaram diferencas significativas. Seis dos quinze pacientes apresentam a
doenca na regiao ileal com nivel de leptina aproximadamente de 12,05 ng/mL
engquanto que nove pacientes tém a doenca ileocolénica com niveis de leptina
de 3,80 ng/mL, porém com o valor de p = 0,324. Kredel et al (2019),
compararam o tamanho dos adipdcitos da gordura mesentérica adjacente ao
intestino na doenca de Crohn localizada no intestino delgado e a DC col6nica.

Foi possivel perceber que a gordura rastejante (creeping fat) na DC localizada
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no intestino delgado foi caracterizada por hiperplasia de adipdcitos, forte
infiltracdo de células imunes e fibrose. Por outro lado, a gordura mesentérica
adjacente ao colon ndo demonstrou presenca de creeping fat nem hiperplasia e
teve infiltragcdo de células imunes menos proeminentes (Kredel et al., 2019; et
al., 2019). Isso pode explicar os maiores niveis de leptina naqueles pacientes
com a doenca ileal, ja que a leptina é altamente secretada pelos tecidos creepin
fat. Mais uma vez, o numero reduzido de pacientes pode ter influenciado na

auséncia dessa associacdo no presente estudo.

Leptina e Farmacoterapia
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Figura 12. Niveis séricos de leptina de acordo com a farmacoterapia de pacientes com
DC.
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Figura 11 Niveis séricos de leptina (ng/mL) e niveis fecais de calprotectina (mcg/mL)
de pacientes portadores da doenca de Crohn e controles saudaveis. Dados
apresentados como mediana, intervalo interquartilico, nivel méximo e minimo. DC =

grupo de paciente com a doenca de Crohn e Ctrl = grupo controle.



Ao analisarmos separadamente as farmacoterapias utilizadas pelos pacientes
para o tratamento da doenca de Crohn, ndo foi possivel observar diferenca
estatisticamente significativa no nivel sérico de leptina nos pacientes que
utilizavam diferentes farmacoterapias (monoterapia de azatioprina 7,75 ng/mL;
combinacdo azatioprina + infliximabe 9,65; p = 0,638), figura 12. Esses
resultados estdo de acordo com outros estudos que também avaliaram os
niveis de leptina nas diferentes terapias da DC e, da mesma forma, néo
encontraram alteracao estatistica da leptina sérica (Trejo-Vazquez et al., 2018;
Rodrigues et al., 2007).

Todavia, estudos mostraram que em condi¢cdes de inflamacgédo cronica e em
modelos in vitro de tecido adiposo humano, a liberagcéo de leptina é inibida pelo
TNF, mas sugeriram que o efeito inibitério crénico do TNF na liberacdo de
leptina é bloqueado pelo IFX e resulta em aumento dos niveis de leptina de
maneira independente da massa gorda (Franchimont et al., 2005). Outros
estudos realizados tanto em camundongos quanto em seres humanos também
sugeriram que, embora 0 TNF-a induza transitoriamente a liberagdo aguda de
pools intracelulares de leptina, ele diminui a sintese de leptina durante uma
inflamac&o cronica (Kirchgessner et al., 1997; Fawcett et al., 2000; Bruun et al.,
2002). E importante ressaltar que o aumento dos niveis de leptina foi associado
a uma resposta clinica e biolégica ao infliximabe e a diminuicdo das
concentracdes plasmaticas de outros mediadores regulados por TNFa, como os
TNFRII e sICAM-1. (Denis et al., 2005). Em relacdo a azatioprina, embora
muito utilizada na pratica clinica, sao limitados os trabalhos que correlacionam o
seu uso e o efeito sobre as citocinas em pacientes com DC. Todavia, um estudo
de 2009 demonstrou que nao houve diferenca na expressao do TNF-a entre os
grupos de portadores de Crohn que faziam uso de mesalazina, portadores de
Crohn que faziam uso de azatioprina e controle (Moreira et al., 2009). Até o
momento também n&o ha estudos que busquem avaliar o papel da azatioprina

na regulacao da leptina.

Os dados obtidos sobre as demais comorbidades apresentadas pelos pacientes
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portadores da Doenca de Crohn foram insuficientes para a realizagdo da
andlise estatistica devido ao reduzido numero de pacientes. De modo que o
anico paciente portador de Doenca de Crohn deste estudo, que também
apresenta diabetes, demonstrou a leptina com niveis de 2,40 ng/mL, tabela S1,
a medida que aqueles que possuem Crohn e concomitantemente dislipidemia
apresentam 8,60 ng/mL de leptina e 21,65 ng/mL para aqueles que tinham além
da DC a hipertensdo. Enquanto no grupo controle, os niveis de leptina néo
foram influenciados pelas comorbidades dos participantes. Aqueles que eram
portadores de hipertensdo 4,30 ng/mL ndo tiveram grande diferenga do nivel de
leptina circulante daqueles portadores de diabetes 2,20 ng/mL tabelas 3.

5.2 Niveis fecais de calprotectina no diagnostico da doenca de
Crohn

Os niveis de calprotectina fecal ndo apresentaram diferenca estatisticamente
entre 0s sexos nos pacientes portadores de Crohn. Os resultados mostraram
valores de 115 mcg/mL e 351 mcg/mL para o sexo feminino e masculino,
respectivamente, p = 0,162, tabela 2. No que diz respeito ao grupo controle os
valores encontrados foram 162 mcg/g e 68,65 mcg/g para feminino e masculino,
respectivamente (p = 0,287), tabela 3. De maneira oposta a leptina, as
caracteristicas da doenca de Crohn, demonstraram diferenca na concentracéo
da calprotectina. Pacientes em remisséo revelaram niveis de calprotectina em
torno de 14550 mcg/g, enquanto os pacientes com a doenca ativa
apresentaram niveis de calprotectina de 514 mcg/g, com valor de p que indica
significancia estatistica (p = 0,039), tabela 3. Esses dados estdo em
concordancia com diversos estudos (Schoepferet et al., 2008; Canani et al.,
2008; Langhorst et al., 2008) que demonstram que a calprotectina fecal pode
ser usada para avaliar de forma ndo invasiva a atividade da doenca e esta
correlacionada com medidas endoscopicas, radiograficas e histologicas de

inflamacé&o (Penna et al., 2020; e Schoepfer et al., 2010).
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Semelhante a leptina, as formas da doenca também ndo apresentaram
diferencas na alteragcdo da concentracdo de calprotectina (estenosante:
138mg/g e ndo estenosante ndo penetrante: 278 mg/g; p = 0,971), porém sem
diferenca estatistica significativa, figura 13. Denis et al. (2008) demonstraram
gue a calprotectina fecal traduz melhor a atividade na DC quando esta assume
um comportamento eminentemente inflamatério do que quando esta apresenta

um comportamento estenosante ou fistulizante.

Apesar de néo ter sido observado diferencgas estatisticamente significativas com
relacdo a localizacdo da doenca, pacientes com doenca na regiao ileal tiveram
ligeiro aumento de calprotectina 428 mcg/g em comparacédo a 212 mcg/g para
0S pacientes com a doenca ileocolbnica (p = 0,425). Por outro lado, esses
resultados estdo em desacordo com outros estudos que mostram que oS
marcadores fecais da atividade da doenca de Crohn, calprotectina e
lactoferrina, foram mais altamente expressos no célon do que na regiao ileal
enguanto outros mostram que os pacientes com DC ileal podem néao ter niveis
de calprotectina fecal acentuadamente aumentados (Atreya et al., 2021; Gecse
et al., 2015).
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Figura 13. Niveis séricos de calprotectina de acordo com a farmacoterapia de

pacientes com DC.

Observa-se pela figura 13, que os valores de calprotectina foram

estatisticamente iguais para monoterapia azatioprina (469 mcg/g) e combinacéo
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de azatioprina + infliximabe (560 mcg/g), p = 0,818. Um estudo recente
mostrou que a calprotectina fecal se apresentou significativamente menor em
pacientes em uso de monoterapia de azatioprina, indicando essa proteina como
um promissor biomarcador para o monitoramento das terapias na DC (Essmann
et al., 2019). Contudo, o0 presente estudo apresenta um namero reduzido de

pacientes que pode ter influenciado na auséncia dessa associagao.

Em relacdo as comorbidades dos pacientes portadores de Crohn, também néo
foi possivel a analise estatistica devido ao numero reduzido de pacientes e
grupo controle. O Unico paciente que apresentava diabetes e Crohn teve o nivel
de calprotectina elevado, 842 mcg/g, tabela S1. Em relacdo a hipertenséo
associada a Crohn, o nivel de calprotectina dos pacientes observado foi 304
mcg/g, mas também ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa,
com os pacientes que além de Crohn, apresentavam dislipidemia (212 mcg/qg),
tabela 3. No grupo controle, a DC + hipertensdo apresentou niveis de
calprotectina fecal de 144 mcg/g, enquanto na DC + dislipidemia 68,65 mcg/g,

tabela 2 e figura 12.

5.3 Niveis de leptina e calprotectina em relacdo aos dados

antropomeétricos

Para a andlise da influéncia da composicdo corporal nos niveis de leptina e
calprotectina foi realizada a analise por correlacdo e teste Spearman. Onde
foram classificadas como muito fraca aquelas correlagbes que apresentavam
valores de 0,0 a 0,19; fraca para as que apresentavam valores de 0,2 a 0,39;
moderada para valores entre 0,4 a 0,69; forte para 0,7 a 0,89 e muito forte para
aquelas que apresentavam valores acima de 0,9. Os valores que apresentam
sinal negativo sdo aqueles que tem uma relacao inversamente proporcional, ja
agueles valores positivos sdo 0s que apresentam correlacdo diretamente

proporcional (Baba et al., 2014).
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5.3.1 Pacientes com Doenca de Crohn

Observando as idades dos pacientes, nota-se que a correlacdo entre a leptina e

idade sugere ser diretamente proporcional, ou seja, a medida que a idade do

paciente aumenta, o nivel de leptina também aumenta. Porém, o teste

Spearman demonstrou um valor de 0,1644, indicando ser uma correlacdo muito

fraca e ndo significativa (p = 0,5553). Por outro lado, a calprotectina se mostrou

inversamente proporcional & idade dos pacientes, apresentando um coeficiente

de Spearman de -0,3324, p = 0,2246 (correlacao fraca), tabela 4.

Tabela 4. Correlagdo entre os niveis séricos de leptina e 0s niveis fecais de

calprotectina com a composic¢ao corporal.

Controle Pacientes com DC
Correlacdo Leptina  Calprotectina  Leptina Calprotectina
Idade Spearman  -0,7306 -0,6228 0,1644 -0,3324
p value 0,0467 0,105 0,5553 0,2246
Peso Spearman  0,5238 0,3571 0,6107 -0,2036
p value 0,1966 0,3894 0,0178 0,4657
Percentual de gordura  Spearman  0,8095 0,2381 0,6286 -0,2286
p value 0,0218 0,5821 0,0141 0,4114
Circunferéncia Spearman  0,5476 0,3095 0,6607 -0,3778
abdominal
p value 0,171 0,4618 0,0088 0,1647
Valores 0,0 a 0,19 = correlagdo muito fraca; 0,2 a 0,39 = correlacéo fraca; 0,4 a 0,69 =

correlagdo moderada; 0,7 a 0,89 = forte; acima de 0,9 = correlagdo muito forte. Valores

positivos = correlacdo diretamente proporcional; valores negativos

inversamente proporcional.

correlagéo
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Ao compararmos 0 peso dos pacientes e 0s niveis de leptina, podemos
observar que eles apresentam uma correlacdo moderada (Spearman = 0,6107),
e apresentando correlacdo estatisticamente significativa (p = 0,0178). Em
contrapartida, a calprotectina indica uma correlacdo fraca e inversamente
proporcional ao peso dos pacientes (Spearman = -0,2036, p = 0,4657), tabela 4.
Em relacdo a composi¢cdo de gordura corporal, aqueles com o percentual de
gordura acima de 29,99% apresentaram niveis maiores de leptina, 29,5 ng/mL,
ao passo que agueles que apresentaram o percentual de gordura entre 10 -
19,99% mostraram um nivel mais baixo de leptina sérica (2,9 ng/mL), tabela 2.
Na analise de correlacdo realizada o coeficiente Spearman apresentou 0,6286,
indicando uma correlacdo moderada entre o nivel de leptina e a gordura
corporal de forma diretamente proporcional (p = 0,0141). A calprotectina nao
apresentou valores estatisticamente diferentes quando relacionada ao
percentual de gordura corporal, tabela 4. Isso se confirma com o teste
Spearman que apresenta um valor de -0,2286 (p = 0,4114), indicando uma

fraca correlacéo, inversamente proporcional, tabela 4.

A circunferéncia abdominal também parece exercer uma alteragcdo da
concentracdo de leptina. Os pacientes portadores de Crohn que apresentavam
a circunferéncia abdominal maiores, entre 90-99 cm, apresentaram o nivel de
leptina maior (10,35 ng/mL) em comparacdo aos pacientes que tinham a
circunferéncia abdominal entre 70-79 cm (2,10 ng/mL). O teste de Spearman
indica uma correlacdo moderada (0,6607) e diretamente proporcional, com
correlacéo estatisticamente significativa (p = 0,0088). Por outro lado, os valores
de calprotectina mostram indiferentes com a circunferéncia abdominal (tabela
4), apresentando uma correlacéo fraca (Spearman = -0,3778, p = 0,1647), com
auséncia de diferenca estatistica. Os graficos representados na figura 14
ilustram a correlacdo entre os niveis de leptina e calprotectina com a

composicao corporal dos pacientes com DC.
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Figura 14. Perfil de leptina e calprotectina de acordo com a idade e composi¢éo corporal
de pacientes com a doenca de Crohn. Coeficiente de correlagdo ndo paramétrico através
do teste Spearman. (r) representa o coeficiente de Spearman: quando negativo, significa

relacdo inversamente proporcional; quando positivo, relagdo diretamente proporcional.



5.3.2 Grupo controle

7

No grupo controle, a correlacdo entre a leptina e idade €& inversamente
proporcional, ou seja, a medida que a idade do paciente aumenta, o nivel de
leptina diminui (Figura 15). O teste Spearman demonstrou um valor de -0,7306
(p = 0,047), indicando ser uma correlacéo forte, tabela 4. Para a calprotectina, o
teste Spearman mostrou um valor de -0,6228 (p =0,105) sugerindo uma
correlacdo inversamente proporcional, moderada e sem associagao

estatisticamente significativa, tabelas 4.

Ja em relacdo ao peso dos participantes do grupo controle e os niveis de
leptina, podemos observar que eles apresentam uma correlacdo moderada
(Spearman = 0,5238), mas sem correlacdo estatisticamente significativa (p =
0,197). De forma semelhante, a calprotectina apresenta uma correlagéo fraca
(Spearman = 0,3751) e também sem correlacdo significativa (p = 0,3894),
tabela 4.

Ao compararmos a composi¢ao de gordura corporal no grupo controle, notamos
uma forte correlacdo no nivel de leptina (Spearman = 0,8595) estatisticamente
significativa (p = 0,0218), indicando que, quanto maior a gordura corporal, maior
sera o nivel de leptina. Analisando a calprotectina, essa apresenta uma fraca
associacdo com a gordura corporal no grupo controle sem associacéo
significativa (Spearman = 0,2381, p = 0,5821), tabela 4.

Por fim, a leptina ao ser comparada com a circunferéncia abdominal no grupo
controle apresenta fraca associagdo (Spearman = 0,5476, p = 0,171). Da
mesma forma, a calprotectina também apresenta fraca correlacdo com a
circunferéncia abdominal (Spearman = 0,3095, p = 0,4618), tabela 4. Os
graficos com a ilustracdo de correlacdo entre calprotectina e leptina com a

composic¢ao corporal no grupo controle estdo na figura 15.

Ao analisarmos a leptina em relagdo & composicdo corporal dos participantes
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do estudo, pode-se notar que ela foi influenciada positivamente em todos os
parametros (peso, percentual de gordura e circunferéncia abdominal)
analisados tanto no grupo controle quanto no grupo de pacientes portadores de
Crohn. Nao foi possivel mostrar alguma relacdo da leptina sérica com a idade
no grupo dos pacientes. Contudo, 0 grupo controle apresentou uma relacao
inversa entre a idade e leptina sérica, indicando que, quanto maior a idade,

menor a concentracdo de leptina observada nesse grupo.
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Figura 15. Perfil de leptina a calprotectina de acordo com a idade e composi¢éo corporal

do grupo controle. Coeficiente de correlagdo ndo paramétrico através do teste Spearman.

(r) representa o coeficiente de Spearman. (r) representa o coeficiente de Spearman:

guando negativo, significa relagédo inversamente proporcional; quando positivo, relagéo

diretamente proporcional.
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O nivel de leptina no corpo humano depende de parametros antropométricos,
como indice de massa corporal (IMC), peso, idade ou sexo, sendo estes
preditores independentes das concentracdes séricas de leptina (Ostlund et al.,
1996; Anusha et al., 2017; WHO, 2004; Ganji et al., 2009). Estes resultados do
presente estudo estdo respaldados mais uma vez pela literatura visto que
estudos mostraram que embora a leptina plasmética seja associada ao
percentual de gordura corporal, ndo esta relacionada com a obesidade
abdominal (aumento de tecido adiposo na regido abdominal) (Ostlund et al.,
1996). Racettet et al (1997), mostraram que as concentracfes de leptina séo
altamente correlacionadas com medidas de adiposidade, incluindo IMC, massa

de gordura corporal e porcentagem de gordura corporal.

Por ndo se tratar de uma adipocina, € esperado que a composi¢cao de gordura
corporal ndo influencie na concentracao da calprotectina fecal. Nesse sentido, o
biomarcador apresentou valores contraditorios em relacdo aos parametros
antropomeétricos, estabelecendo uma relacao inversamente proporcional, porém

fraca, no grupo de pacientes e uma relagcao direta e fraca com o grupo controle.
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6 LIMITACOES

Este trabalho apresenta algumas limitacdes. Principalmente pelo numero
reduzido de participantes no estudo, onde a estimativa inicial era de
aproximadamente 60 pacientes. Isso aconteceu por alguns motivos. Primeiro,
diante do momento pandémico em que nos encontramos desde o inicio do ano
de 2020, todos os procedimentos e estudos realizados em ambiente hospitalar
foram prejudicados. Desse modo, este projeto sofreu com as sucessivas
restricdes pelo risco de contagio pelo Sars Cov-2, pelo surto de gripe na cidade,
pelo aumento de casos positivos de COVID-19 e, ainda, pelo surgimento da
nova variante Omicron, o que provocou grande apreensdo na populacao.
Seguido disso, 0 aumento de casos de gripe causada pelo virus influenza H3N2
também afastou os pacientes do ambiente hospitalar e provocou muitas
desisténcias na participacdo do estudo. Frente a essas ocorréncias, as coletas
foram suspensas algumas vezes a fim evitar a exposicdo da equipe de
pesquisa e também dos pacientes aos virus circulantes na cidade (Sars Cov-2 e
influenza). Segundo, as coletas deveriam acontecer em jejum de, no minimo, 8
horas. Os pacientes que participaram do estudo, fazem acompanhamento da
doenca no Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da
UFMG, no periodo da tarde. Por conseguinte, as coletas ndo poderiam ser
realizadas no momento da consulta médica. Sendo necessario o retorno dos
pacientes ao hospital apenas para a realizacdo da doacdo de amostras para o
estudo. Por esse motivo, muitos pacientes desistiram ou ndo aceitaram
participar da pesquisa, por ndo poderem comparecer a coleta por questbes de
mobilidade, trabalho ou estudo e isso contribuiu para uma amostra pequena no
estudo. Terceiro, o presente estudo foi bem criterioso na selecdo de
participantes a fim de descartar a0 maximo as interferéncias nos niveis de
calprotectina fecal e leptina sérica, o0 que também contribuiu para um namero

baixo de pacientes aptos a participar do estudo.

Dentre as limitacdes estdo também a qualidade das correlagbes encontradas

entre os parametros avaliados neste trabalho, que foi majoritariamente fraca e,
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em sua maioria, ndo mostrou evidéncia estatistica. Isso também pode ter sido

influenciado pelo niumero limitado de participantes.

Um outro fator limitador do presente estudo foi o método utilizado para definicdo
da atividade da doenca. Os pacientes tiveram suas atividades determinadas por
um método clinico e ndo padréo, isso pode influenciar de maneira negativa o
real diagndstico da atividade da inflamacdo em que o paciente apresenta no

momento.
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7 CONCLUSOES

Os niveis de leptina sérica assim como de calprotectina fecal ndo se
mostraram influenciados para pelo género em pacientes portadores de
Crohn, tdo pouco no grupo controle;

Os resultados mostraram que tanto a calprotectina quanto a leptina
tiveram baixa especificidade e seletividade para diferenciar as formas da
doenca de Crohn;

Com relacéo ao estagio da doenca, apenas a calprotectina mostrou ser
eficiente na diferenciacéo de doenca ativa de doengca em remisséo;

A leptina correlacionou-se positivamente com 0s parametros
antropomeétricos e apresentou niveis aumentados nos pacientes com

maior percentual de gordura corporal.
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8 PERSPECTIVAS

e Realizar um estudo com um nimero maior de pacientes e controles.
o Realizar um estudo prospectivo comparativo da avaliacdo endoscopica e

determinacao conjunta da leptina sérica e calprotectina fecal.
« Estratificar o estagio da doenca com 0s seus respectivos tratamentos.

e Analisar se a leptina tem potencial para marcador de atividade da doenca

ou de diagnostico da doenca.
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10 APENDICE

10.1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Prezado (a) Senhor (a),

Estamos lhe convidando para participar da pesquisa: “Leptina circulante como potencial
biomarcador na doenga de Crohn”, a ser desenvolvida na Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Minas Gerais, sob responsabilidade da Professora Simone Odilia Antunes Fernandes e
de sua estudante Larissa Gabriela Ferreira de Carvalho.

Vocé estd sendo convidado como participante da pesquisa porque vocé foi diagnosticado com
doenca de Crohn. O diagndstico para essa doenca ainda é muito dificil. Por isso, estamos
estudando biomarcadores como leptina, que é uma proteina (substancia) presente no sangue, e a
calprotectina, que também é uma proteina, presente nas fezes, para fazer com que outras pessoas
possam ser diagnosticadas mais facilmente se tiverem a doenga de Crohn.

Se vocé concordar em participar deste estudo, devera fornecer uma amostra de suas fezes em um
potinho coletor que serd fornecido pela equipe de pesquisa, e leva-la ao Hospital das Clinicas da
UFMG no dia combinado com a equipe. Nesse mesmo dia, iremos também coletar uma amostra
de 10mL de sangue, que serd coletada em um tubo com ajuda de uma agulha e seringa
descartdveis, para isso, vocé precisara fazer um jejum anterior de 8 horas. Vocé também passara
por uma avaliacdo nutricional por uma profissional nutricionista. Também vamos acessar seu
prontuario para conhecermos um pouco mais sobre seus exames e tratamentos realizados até
aqui. As amostras de sangue e as informagdes que coletarmos do prontudrio, também serdo
codificadas e ndo serdo reveladas a ninguém, exceto a equipe de pesquisa.

Os riscos dessa pesquisa incluem vocé sentir um desconforto de uma picadinha e o local onde foi
inserida a agulha ficar roxo. Porém, a coleta sera feita por uma equipe qualificada, o que diminuira
a chance de dor e hematomas. Vocé pode sentir desconforto devido ao jejum, mas ndo se
preocupe, no final da coleta sera fornecido um lanche custeado pela equipe de pesquisa. Vocé
também podera sentir-se constrangido com o fornecimento da amostra de fezes, porém vocé
mesmo fard a coleta em casa e ao receber o frasco com o material, iremos identifica-lo com
codigos para preservar sua identidade.

Ao concordar em participar da pesquisa, solicitamos que autorize a coleta, transporte,
armazenamento, utilizacdo e descarte das amostras de sangue e fezes, que serdo levadas ao
Laboratério de Radioisdtopos, sala 4026 na Faculdade de Farmacia, onde ficardo temporariamente
armazenados por 5 anos em freezer sob a responsabilidade do pesquisador. O material sera
utilizado nesta pesquisa e se vocé permitir, em pesquisas futuras, mas vocé sera consultado
novamente, com outro TCLE para a nova pesquisa, para consentir. Pedimos que assinale uma das
op¢Oes abaixo:

( ) Concordo que o meu material bioldgico seja utilizado somente para esta pesquisa.

( ) Concordo que o meu material bioldgico possa ser utilizado em outras pesquisas, mas serei
comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento livre e
esclarecido que explique para que sera utilizado o material.
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Os dados que obtivermos na pesquisa em nenhuma hipdtese vao identificar vocé pessoalmente. Os
resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seu material bioldgico, estardo a sua disposicdo
quando finalizada. Vocé ndo tera nenhum custo para participar da pesquisa e nem receberd
qualguer vantagem financeira e tem garantido o direito de se recusar a participar ou se retirar do
estudo a qualquer momento sem prejuizos ao seu atendimento médico, valendo a desisténcia a
partir da data de formalizacdo. Caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta
pesquisa, o Sr. (a) tem assegurado o direito a indenizacdo.

Se tiver qualquer duvida, poderd entrar em contato com a pesquisadora responsavel, Professora
Simone Odilia Antunes Fernandes (Campus UFMG Pampulha, Av. Anténio Carlos, 6627 - Faculdade
de Farmacia, sala 4146 - (31) 34096893, simoneodilia@yahoo.com.br). A pesquisadora se
compromete a obedecer os termos da Resolucdo CNS 446-12. A pesquisa foi previamente
aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP/UFMG), que também podera ser consultada em
caso de questdes éticas (Campus UFMG Pampulha, Av. Anténio Carlos, 6627 - Unidade
Administrativa 11,2° andar, sala 2005 - (31) 3409-4592, coep@prpg.ufmg.br).

Se estiver esclarecido quanto aos seus direitos como participante da pesquisa, solicitamos que
assine o consentimento abaixo, em duas vias, sendo que uma ficard em sua posse e a outra,
conosco.

AUTORIZACAO

Eu, , portador
(a) do documento de identidade n° fui informado (a) dos objetivos
do estudo e aceito participar da pesquisa “Leptina circulante como um potencial biomarcador na
doenga de Crohn”, realizada na Universidade Federal de Minas Gerais, sob responsabilidade da
Professora Simone Odilia Antunes Fernandes e da estudante Larissa Gabriela Ferreira de Carvalho.
Declaro ter conhecimento das informag¢bes contidas neste documento e sei que minha
participacao é voluntaria. Recebi uma via deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e me
foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas. Portanto, dou meu consentimento
para a realizagdo do estudo.

Belo Horizonte, de de 20

Assinatura do (a) participante

Assinatura da pesquisadora responsavel




11 MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Dados dos pacientes DC e seus respectivos niveis de leptina e

calprotectina.
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.- o Farmacoterapia Demais Leptina  Calprotectina
Cddigo Idade Fase Forma Localizagao (DC) comorbidades (ng/mL) (mcalg)
Bronquite
. N&o estenosante . . Fibromialgia
M3 39 Ativa N&o penetrante lleocolonica Mesalazina Transtornos 8.10 224.0
psquiatricos
Doenca ulceroga
peptica
N30 estenosante Espondiloartrite axial
M5 49 Ativa ~ lleal Azatioprina Cefaléia cronica 22.30 514.00
N&o penetrante s .
Dislipidemia
Transtornos
psiquiatricos
H3 1 Ativa Estenosante  lleocolonica  ~\22HOPMNa+  Nenhuma 1.30 1231.00
Infliximabe
H5 47 Ativa Penetrante lleal Azatioprina Nenhuma 13.40 1665.00
H6 60 Ativa Estenosante lleocolonica Azatioprina Dislipidemia 0.80 212.00
M1 51 Remisséo Na~o estenosante lleocolonica Metotrexato Flbromlg_lgla 3.80 4.40
N&o penetrante Espondilite
Anemia ferropriva
M2 40 Remisséo Na~o estenosante lleocolonica Adalimumabe secund_an_a 2.90 115.00
N&o penetrante Neurocisticercose
Fibromialgia
M4 50 Remisséo Estenosante lleal Mesalazina Nenhuma 10.70 64.00
M6 59 Remissdo Lo estenosante lleal Sulfassalazina ~ Espondilite 34.70 432.00
N&o penetrante Hipertenséo
M7 57 Remisséo Estenosante lleocolonica Azatioprina + Nenhuma 36.70 58.00
Infliximabe
H1 48 Remisséo Estenosante lleal Azatioprina Deficiéncia B12 1.50 424.00
H2 20 Remisséo NaP estenosante lleocolonica Azat_lqprlna * Asma 16.90 278.00
N&o penetrante Infliximabe
Penetrante e Adalimumabe + Hipertenséo
H4 67 Remisséao lleal mesalazina + pert . 8.60 176.00
Estenosante L Dislipidemia
azatioprina
H7 48 Remisséo Estenosante lleocolonica Adalimumabe Nenhuma 7.40 29.00
Diabetes
Hipotiroidismo
H8 46 Remisséao Na~o estenosante lleocolonica Azat_lqprlna * Hepatlte autoimune 2.40 842.00
N&o penetrante Infliximabe Artrite
Colangite

Esclerose primaria
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Tabela S2. Dados de composicdo corporal dos pacientes DC e seus respectivos niveis
de leptina e calprotectina.

Cédigo Fase Idade Peso % Circunfer_éncia Leptina  Calprotectina
(Kg) gordura  abdominal (ng/mL) (mcg/g)
M3 Ativa 39 86,10 27,87 108 8.10 224.00
M5 Ativa 49 82,50 30,38 97 22.30 514.00
H3 Ativa 41 55 20,76 76,50 1.30 1231.00
H5 Ativa 47 64,80 19,62 89 13.40 1665.00
H6 Ativa 60 63,60 10,38 81 0.80 212.00
M1 Remissao 51 58,30 22,9 90 3.80 4.40
M2 Remissdo 40 4550 19,54 70 2.90 115.00
M4 Remissdo 50 76 27,97 101,50 10.70 64.00
M6 Remissdo 59 74,10 25,85 101 34.70 432.00
M7 Remissdo 57 82 33,76 108,50 36.70 58.00
H1 Remissao 48 71,60 25,6 93 1.50 424.00
H2 Remissdo 20 79 19,75 95 16.90 278.00
H4 Remissao 67 72,60 24,53 101,50 8.60 176.00
H7 Remissdo 48 96,40 23,81 101 7.40 29.00
H8 Remissdo 46 62,50 17,93 89 2.40 842.00




Tabela S3. Dados dos participantes do grupo controle e seus respectivos niveis de
leptina e calprotectina.

Leptina  Calprotectina

Cdédigo Idade Comorbidades (ng/mL) (mcglg)
CM1 55 Nenhuma 26.9 11.0
CM2 35 Nenhuma 67.7 683.0
CM3 52 Hipertenséo 7.2 156.0
Cm4 52 Nenhuma 21.8 56.0
CM5 60 Nenhuma 13.3 198.0
CM6 43 Nenhuma 13.7 168.0
CH1 64 Diabetes 3.0 5.3
CH2 62 Diabetes 1.4 132.0

Hipertenséo

Tabela S4. Dados de composicao corporal dos participantes do grupo controle e seus
respectivos niveis de leptina e calprotectina.

Cédigo  Idade Peso % Circunfer.éncia Leptina Calprotectina
(Kg) gordura  abdominal (ng/mL) (mcg/g)
CM1 55 62 34,25 93 26.9 11.0
CM2 35 139 35,51 134 67.7 683.0
CM3 52 83,80 33,94 104 7.2 156.0
CM4 52 82,10 38,99 110 21.8 56.0
CM5 60 60,90 32,02 95 13.3 198.0
CM6 43 58 25,01 79 13.7 168.0
CH1 64 57 20,79 90 3.0 5.3
CH2 62 61 21,09 82,3 14 132.0
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Tabela S5. Niveis séricos de Leptina em estudos publicados.

Média do nivel de Leptina (ng/mL)

Autor/ano
Pacientes DC Controle saudaveis

Bannerman, 2001 28,60 9,40
Frivolt, 2018 3,20 3,60
Kamiris, 2006 12,50 15

Nishi, 2005 3,80 3,80
Rodrigues, 2012 26,3 28,90
Trejo-Vazquez, 2018 7,26 8,85

Waluga, 2014 8 16,50




