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INTRODUZIONE

Le malattie infiammatorie intestinali (IBD) sono un gruppo di malattie
caratterizzate da una grave inflammazione cronica del tratto intestinale e dal
conseguente danneggiamento della mucosa intestinale [1]; sebbene 1’esatta
eziologia risulti ancora sconosciuta, fattori ambientali, immunologici e
predisposizione  genetica, sembrano essere le principali  cause

eziopatogenetiche [2].

La prevalenza e I’incidenza delle IBD sono in aumento negli ultimi anni,
soprattutto nei paesi sviluppati. L. insorgenza di queste patologie in giovane eta,
la cronicita e le limitazioni che comportano alle normali attivita quotidiane,
nonché la possibile insorgenza di complicanze, determina una notevole
riduzione della qualita della vita dei pazienti affetti, oltre ad avere un forte

impatto sul sistema economico e socio-sanitario [1].

Un numero crescente di evidenze sperimentali mostra che lo stress ossidativo
svolge un ruolo importante nella patogenesi e nello sviluppo di vari disturbi
intestinali, incluse le IBD; infatti I’inflammazione intestinale cronica che
caratterizza le IBD e I’iperattivazione del sistema immunitario che ne
consegue, determinano una sovraproduzione di specie reattive dell’ossigeno

(ROS) e dell’azoto (RNS) e una diminuzione delle difese antiossidanti.



Comprendere gli eventi precoci scatenati dall’insulto ossidativo e la risposta
fisiologica a tale stress ¢ di fondamentale importanza non solo per la
comprensione della patogenesi delle IBD, ma anche per lo sviluppo di eventuali

nuovi approcci terapeutici [3].

Ad oggi sono ancora poco numerosi gli studi sul ruolo dello stress ossidativo
condotti nei soggetti con malattia inflammatoria cronica intestinale, in

particolare in pazienti pediatrici.

L’obiettivo primario di questa tesi di laurea ¢ valutare lo stato redox di un
gruppo di pazienti pediatrici affetti da IBD rispetto ad un gruppo di controllo,
evidenziandone le correlazioni con le caratteristiche e le variabili cliniche della
malattia; scopo secondario dello studio ¢ valutare I’efficacia di un trattamento

dietetico antiossidante in un sottogruppo di bambini con IBD.



LE MALATTIE INFIAMMATORIE CRONICHE INTESTINALI (IBD)

1.1 Generalita

Le malattie infiammatorie croniche intestinali (IBD o MICI), classificate
principalmente in due forme, la malattia di Crohn (CD) e la colite ulcerosa
(UC), sono patologie ad andamento cronico-recidivante, di natura
disimmunitaria ¢ ad eziologia multifattoriale [1], che si caratterizzano per

I’inflammazione cronica ed incontrollata della mucosa intestinale.

Le IBD presentano delle caratteristiche comuni, quali il decorso cronico
ricorrente, sintomi intestinali ¢ talvolta manifestazioni extraintestinali di
severita e decorso variabile, alternati a periodi di remissione [4]. Sia nella
malattia di Crohn che nella rettocolite ulcerosa ¢ stato ampiamente
riconosciuto il ruolo della disregolazione immunitaria, geneticamente

determinata, nella induzione del danno tissutale [4].

Tuttavia, esse presentano un diverso quadro anatomo-patologico e differenti
caratteristiche di decorso clinico che consentono una diagnosi differenziale

nella quasi totalita dei casi [3,5].

La Malattia di Crohn ¢ caratterizzata da un’inflammazione di tipo transmurale
che, coinvolgendo in profondita la parete intestinale, puo determinare la

formazione di fistole e ascessi e puo interessare ogni regione del tratto
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gastrointestinale, in modo segmentario (skip lesions) [3]; nella Rettocolite
Ulcerosa I’inflammazione ¢ superficiale (interessa solo la mucosa e la lamina
propria), ¢ limitata al colon e al retto e procede in maniera continua in senso

caudo-craniale (Figura 1).

MALATTIA DI CROHN COLITE ULCEROSA

Coinvolgimento {5
continuo del colon,
con inizio nel retto

i Lesioni
a salto

Figura 1: Differente localizzazione dell’inflammazione nelle due forme di IBD.

Nei casi in cui la malattia coinvolge solo il colon e in cui sono presenti le
alterazioni della mucosa caratteristiche sia della UC che della CD (5-10%) non
¢ possibile fare una diagnosi dirimente: tale forma prende il nome di “colite
indeterminata” (IBD-U).I sintomi pit comuni delle IBD all’esordio includono:
dolore addominale, diarrea, ematochezia e anemia; a questi possono
aggiungersi segni e sintomi di tipo sistemico come anoressia, ritardo di crescita,
ritardo puberale, artralgie, eritema nodoso e osteoporosi (piu tipici della

Malattia di Crohn) [6].



1.2 Epidemiologia

L’incidenza e la prevalenza delle IBD sono in costante aumento a livello
globale (Figura 2), con 1,4 milioni di soggetti affetti negli Stati Uniti e tre
milioni in Europa [7].

Pg%?

Prevalence

B Highest
Intermediate

B Lowest
Uncharted

Figura 2: Prevalenza mondiale delle IBD.

L’aumento dei casi si riscontra sia nella popolazione adulta che in quella
pediatrica, in particolare in eta adolescenziale; ¢ infatti stimato che le IBD si
sviluppano durante I’infanzia o I’adolescenza in >25% dei casi [§], con un
picco di incidenza a 12-15 anni. Di queste, il 20% esordisce a < 6 anni (early
onset IBD) e il 2% <2 anni (very early onset IBD) [9]; le forme ad esordio
precoce sono caratterizzate da un fenotipo piu severo e da una difficile gestione

diagnostico-terapeutica [10].



La maggior incidenza di IBD osservata nei paesi industrializzati e il
drammatico aumento dei casi durante la seconda meta del XX secolo nelle
regioni che una volta erano a bassa incidenza, supportano la teoria secondo cui

I’insorgenza di tali patologie sia fortemente influenzata dall’ambiente [11].

Si ipotizza infatti che questo possa essere il risultato della
“occidentalizzazione” dello stile di vita, che riguardano cambiamenti nello stile

alimentare, I’abitudine al fumo, 1’inquinamento ambientale, etc [12].

Il morbo di Crohn si manifesta piu frequentemente nel genere femminile, in
particolare nelle aree ad alta incidenza; al contrario, non esiste una sostanziale
differenza di genere per la UC, sebbene in alcune popolazioni sia stata

riscontrata una leggera predominanza di pazienti nel genere maschile [13,14].

1.3 Patogenesi

Sebbene I’esatta eziologia risulti ancora non completamente nota, ¢ stato
ampiamente dimostrato che nella patogenesi delle IBD sono
contemporaneamente coinvolti elementi di predisposizione genetica, di
disregolazione del sistema immunitario e disbiosi intestinale, fattori ambientali
(alimentazione, fumo, stress), in associazione con stimoli antigenici e ossidativi
(Figura 3) [15,16]. Tutti questi elementi interagiscono tra loro ¢ inducono lo

sviluppo dell’infiammazione cronica e del danno intestinale.



Predisposizione genetica: La predisposizione genetica, nella patogenesi delle

IBD, ¢ supportata dal fatto che una storia familiare positiva rappresenti il piu
importante fattore di rischio indipendente per lo sviluppo della malattia. Il
rischio di sviluppare una IBD varia dal 7 al 30% per 1 membri di una stessa
famiglia e, una piu alta incidenza della patologia, viene osservata tra i gemelli

omozigoti (58%), piuttosto che tra quelli eterozigoti [17].
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Figura 3: I principali fattori di rischio associati alle IBD

Lo studio dei geni e dei loci genetici hanno evidenziato come molti pathways
implicati nella funzione barriera dell’epitelio intestinale e nei meccanismi
dell’immunita innata e adattativa, e la produzione di specie reattive

dell’ossigeno (ROS) contribuiscano alla patogenesi delle IBD [18,19].



Fattori ambientali: La patogenesi delle IBD ¢ condizionata anche dalla presenza

di trigger ambientali [20]; in diversi studi una dieta moderna ricca di grassi (in
particolare di origine animale, acidi grassi polinsaturi omega-6 ¢ grassi del
latte), zuccheri raffinati, proteine, additivi alimentari, e povera di frutta e
verdura, ¢ stata identificata come un potenziale fattore di rischio per lo sviluppo
delle IBD [21,22]; questo spiegherebbe il rapido incremento di incidenza di
IBD nei Paesi in via di sviluppo e nella popolazione immigrata nei Paesi

sviluppati [23].

La dieta sembra infatti influenzare il grado d’infiammazione intestinale
attraverso la presentazione diretta di antigeni connessi alla dieta e I’alterazione
del microbioma, della permeabilita intestinale e dell’equilibrio di alcuni
mediatori come le prostaglandine [24,25]. Anche altri fattori ambientali, che
intervengono durante la prima infanzia, come il parto cesareo, il mancato
allattamento al seno e l'uso precoce di antibiotici nel primo anno di vita sono
indicati dalla letteratura come fattori di rischio per le IBD; I’allattamento al
seno, ’appendicectomia e il fumo di sigaretta (solo per I’'UC) sono invece

considerati fattori protettivi per I’insorgenza delle IBD [26].



Il fumo di sigaretta ¢ un altro fattore ambientale che sembra peggiorare la CD
pur essendo protettivo contro la colite ulcerosa [26, 27]. Il fumo di sigaretta
contiene un’alta concentrazione di ROS e puo quindi sensibilizzare I’ intestino

all’insulto ossidativo, amplificando il processo infiammatorio cronico [27, 28].

Difetti immunoregolatori: Si presume che una disregolazione nella reazione a

stimoli endogeni ed esogenti, susciti una risposta immunitaria innata e adattativa
inadeguata [29], in individui geneticamente predisposti. Resta ancora da
chiarire come questo squilibrio contribuisca ad avviare e perpetuare

l'inflammazione e il danno intestinale [30].

L'attivazione cronica delle cellule inflammatorie puo provocare trasformazioni
genetiche ed epigenetiche che possono favorire la carcinogenesi: ¢ stato
dimostrato che 1 pazienti con IBD hanno un rischio 2-3 volte maggiore nel corso

della vita di sviluppare un carcinoma del colon-retto [31].

Stress ossidativo: L’iperattivita del sistema immunitario sembrerebbe essere

infine accompagnata da un’elevata produzione di specie reattive dell’ossigeno
(ROS); ¢ dimostrato, infatti, che lo squilibrio redox, che porta a condizioni di
stress ossidativo (OS), € coinvolto nell’insorgenza e nell’evoluzione delle IBD,
anche se 1’esatto contributo alla patogenesi e allo sviluppo di complicanze non

¢ ad oggi del tutto stato chiarito [32].
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1.4 Diagnosi

La diagnosi di IBD ad esordio pediatrico si basa su una combinazione di anamnesi,
reperti clinici, di laboratorio,radiologici, endoscopici ed istologici [33], come
stabilito dai criteri ESPGHAN/revisione di Porto (European Society of

Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition) (Figura 4) [34].
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1.5 Classificazione di malattia: Montreal e Paris

La recente classificazione di riferimento per le IBD pediatriche ¢ quella di Paris

del 2009 che ha perfezionato la precedente classificazione di Montreal (2005).

Classificazione

per Malattia di
Crohn

Montreal

Eta della diagnosi

Localizzazione

Comportamento

Crescita

Al: <16 anni
A2:17- 40
anni

L1: ileale

L2: colon

L3: ileo e colon

L4: superiore

B1: inflammatoria
B2: stenosante

B3: penetrante

p: malattia perianale

Nessuna indicazione

Ala: 0-10 anni; Alb: 10-17 anni
A2: 17-40 anni; A3: >40 anni

L1:1/3 distale dell’ileo +/- cieco; L2: colon
L3: ileo e colon; L4a: localizzazione alta
(prossimale al Treitz); L4b: localizzazione alta

(distale al Treitz ma prossimale al terzo distale
dell’ileo)

B1: inflammatoria; B2: stenosante
B3: penetrante; B2B3: stenosante e

penetrante  p: malattia perianale

GO: nessuna evidenza di ritardo di crescita;

G1: ritardo di crescita

Tabella 1: Classificazioni di Montreal e Parigi a confronto per CD.
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Nella classificazione di Paris si enfatizzano le peculiarita della malattia
pediatrica: stratifica 1 pazienti in relazione all’eta di esordio, alla localizzazione
della malattia, all’evoluzione clinica e all’impatto del CD sulla crescita del

bambino [35].

I1 grado di attivita della malattia all’esordio e nelle fasi successive di remissione
¢ riacutizzazione viene valutato calcolando I’indice PCDAI (Pediatric Crohn

Disease Activity Index) (tabella 2).

Un PCDAI < 10 (range 0-100) distingue la remissione clinica dalla malattia

attiva, mentre un punteggio >30 identifica una CD moderata-severa [36].

* dolore addominale

» numero di evacuazioni al giorno
® pESO

» crescita lineare

* manifestazioni fisiche o dolore addominale o malattia perianale o
manifestazioni extra-intestinali

» parametri di laboratorio o rapporto Hgb /Hct o VES o albumina

» funzionalita e benessere generale (recall dopo una settimana)

Scoreranges da0to 100

e 0 —10inattiva * 10-30 lieve » >30 Moderata a severa

Tabella 2: PCDAI (Pediatric Crohn Disease Activity Index)
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L’uso sistemico del PCDALI ¢ importante nel guidare le scelte terapeutiche nelle

diverse fasi della malattia.

Uno degli aspetti che rendono grave la Rettocolite Ulcerosa ¢ la sua estensione,

valutata, anche qui, dalla classificazione di Montreal e Paris (tabella 3).

Classificazione Montreal
Rettocolite
Ulcerosa
El: proctite ulcerativa; El: proctite ulcerativa;
E2: colon sinistro(distalmente a E2: colon sinistro(distalmente a
flessura splenica) flessura splenica)
Estensione E3: malattia estesa E3: malattia estesa (distalmente a
(prossimale alla flessura splenica) flessuraepatica)
E4: pancolite (dal retto alla zona
prossimale della flessura epatica)
S0: remissione clinica; S1: lieve S0: non severo; S1: severo
Severita (PUCAI=65)

S2: moderata; S3: grave

Tabella 3: Classificazioni di Montreal e Parigi a confronto per CU.

L’attivita clinica della UC viene generalmente classificata in remissione, lieve,
moderata e grave, sulla base del numero di evacuazioni giornaliere, del grado
di coinvolgimento sistemico (febbre, anemia, tachicardia) e dei parametri di

laboratorio [37].

14



La stadiazione della gravita della malattia ¢ di grande importanza all’esordio e
nelle fasi successiva di remissione e riacutizzazione. A questo scopo ¢ stato
validato il Pedriatic Ulcerative Colitis Activity Index (PUCAI) che sulla base
di un punteggio 0-85 (tabella 4) consente di classificare lo stato di malattia e di
definire una riesacerbazione grave se il punteggio ¢ maggiore di 65. La
definizione del punteggio nelle diverse fasi della malattia ha importanti

implicazioni terapeutiche e prognostiche.

Segni e sintomi Punti | Segni e sintomi Punti
Dolore addominale Numero delle evacuazioni giornaliere
Nessuno 0 0-2
Puo essere ignorato 5 3-5 5
Non puo essere ignorato 10 6-8 10
Sanguinamento rettale > 8 15
Nessuno 0
Piccole quantita in meno del 50% delle evacuazioni
Piccole quantita nella maggior parte delle 10 Evacuazioni notturne
evacuazioniAbbondanti quantita (> 50% del 20 No 0
contenuto fecale) 30 Si 10
Livello di attivita
Nessuna limitazione
Consistenza della maggior parte delle evacuazioni (‘)cc.:a51.0nale o 5
Formate 0 limitazione Attivita 10
Parzialment 5 compromessa
e fonjnate 10
Liquide

Tabella 4: Pediatric Ulcerative Colitis Activity Index (PUCAI)
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1.6 Terapia

L’attuale terapia per IBD ha I’obbiettivo di down-regolare 1’abnorme risposta
immunitaria e di inibire la cascata infiammatoria e comprende Ia
somministrazione di acido 5-aminosalicilico (ASA), corticosteroidi e agenti
immunosoppressivi, come 1’azatriopina, e la terapia biologica rappresentata
dall’anticorpo anti-TNFa (fattore di necrosi tumorale alfa) [38]. Tuttavia, il
trattamento prolungato con questi farmaci ¢ associato ad effetti avversi e I’alto
tasso di recidive ne limita 1’uso [38]. Inoltre, a lungo termine, se 1 trattamenti
farmacologici non hanno successo e in caso di complicanze (es. fistole o
stenosi), 1 pazienti con IBD richiederebbero un trattamento chirurgico [38].
Queste considerazioni sottolineano la necessita di approcci farmacologici nuovi

e alternativi.
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Capitolo II: LO STRESS OSSIDATIVO

In tutti gli organismi aerobi esiste un delicato equilibrio, detto ossido-riduttivo,
tra la produzione di sostanza ossidanti, tra cui le specie reattive dell’ossigeno

(ROS) e dell’azoto (RNS) [39], e il sistema di difesa antiossidante che ha il

compito di prevenire e/o riparare 1’eventuale danno prodotto.

Il termine “stress ossidativo” identifica una modificazione della normale
omeostasi intracellulare esistente tra le sostanze ossidanti, prodotte
fisiologicamente dalle cellule durante 1 processi metabolici, e ’efficienza dei

sistemi di difesa antiossidanti (Figura 5) [40].

Difese Antiossidanti

Radicali liberi

Figura 5: Sbilanciamento redox

Lo stress ossidativo e nitrosativo sono stati implicati in molteplici stati
patologici comprese le condizioni che colpiscono il tratto gastrointestinale

come le malattie inflammatorie croniche intestinali [41].
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2.1 Le specie chimiche reattive e radicali liberi

I radicali liberi (ROS, Reactive Oxygen Species ¢ RNS, Reactive Nitrogen
Species) sono piccole molecole diffusibili attraverso le membrane, con un
singolo elettrone spaiato nell’orbitale atomico e/o molecolare piu esterno, cio
conferisce loro la capacita pit o meno spiccata di assumere o cedere un
elettrone per raggiungere la stabilita elettronica. Tali molecole sono altamente
reattive, instabili ed inclini ad avviare e partecipare a reazioni a catena con

proteine, lipidi, carboidrati ed acidi nucleici nella matrice intracellulare [42].

Tra 1 radicali liberi, le specie reattive dell’ossigeno (ROS), sono quelli a
maggior diffusione, tra cui l'anione superossido (O;-), il perossido d'idrogeno
(H20) e il radicale ossidrilico (-OH), mentre le specie reattive dell'azoto (RNS)
di maggior interesse sono l'ossido nitrico (NO) e il perossinitrito (ONOO-);
I'ossigeno molecolare (O;) ¢ il principale precursore per la formazione

enzimatica e non enzimatica dei singoli ROS.

Le fonti principali di ROS includono I’attivita della catena respiratoria
mitocondriale e I’attivita di diversi enzimi ossidativi a livello della mucosa
intestinale: le NADPH ossidasi (enzimi NOX) e le doppie ossidasi (DUOX),
che producono quantita eccessive di anione superossido e, in presenza di

superossido dismutasi (SOD), perossido di idrogeno. Altri enzimi che
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producono ROS sono: xantina ossidoriduttasi (XO), cicloossigenasi,

mieloperossidasi, S-lipossigenasi e citocromo P450 [43].

La produzione di ROS ¢ parte essenziale del normale metabolismo cellulare e
quindi, un certo grado di stress ossidativo € richiesto per i normali meccanismi
fisiologici [44]. A concentrazioni moderate, infatti, 1 ROS partecipano
attivamente a una varieta di processi biologici complessi, quali la trasduzione
dei segnali, il controllo dell’espressione genica, 1’apoptosi, la senescenza
cellulare. Un lieve squilibrio pro-ossidativo ¢ pertanto fisiologico e non va

corretto (Figura 6 a,b) [45].

Equilibrio fisiologico

Correzione necessaria
<processi metabolici pro-ossidanti
+ Inguinanti ambientall
Tintake anticssidanti

(a)

= Lieve “squilibrio” pro-ossidativo
Difese Antiossidant —— - ;
Correzione necessaria

(®

Figura 6a-6b: Modello rivisitato di stress ossidativo
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L’aumento della produzione di ROS puo essere promosso anche da fattori
esogeni di carattere ambientale (inquinanti, fumo, radiazioni, alimenti, farmaci,
xenobiotici etc.) (Figura 7) [46], da disordini metabolici o malattie ereditarie
che colpiscono la catena di trasporto degli elettroni; nel contesto
dell’infiammazione o dell’ipossia, eccessivi livelli di ROS possono causare

danni a cellule e tessuti [3].

Endogenous Sources Exogenous Sources
Mitachandrial
respiratory chain [ el ]

Respiratory Burst
and MADPH oxidase

F s

Xanthine axidase

=

Lipooxygenases

AN

Glucose oxidase

Cigarette ]

R - [ smioking

Myeloperoxidase

g

P

Mitric oxide synthase ch.l i
nufrignts

L -

Cyclo-oxygenass

Transitiocn metals

Drugs and
xenobiotics

Figura 7: Fattori endogeni ed esogeni che portano alla formazione di ROS.
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2.2 Difese Antiossidanti

Le reazioni di ossidazione sono cruciali per la vita aerobica, ma la generazione
incontrollata di ROS ¢ dannosa. Nonostante 1 radicali liberi vengano generati
continuamente, il nostro corpo ¢ attrezzato per difendersi dagli effetti dannosi
dei ROS con I’aiuto degli antiossidanti chiamati collettivamente il sistema di

difesa antiossidante.

Antiossidante Radicale libero

Elettrone

Figura 8: Meccanismo d’azione degli antiossidanti

Gli antiossidanti, deputati a neutralizzare 1’eccessiva produzione di specie
radicaliche facilitandone la rimozione e prevenendo o rallentando 1'ossidazione
di altre molecole (Figura 8), possono essere di origine endogena o assunti con

la dieta [47].
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I composti endogeni all'interno delle cellule possono essere di natura
enzimatica, come la superossido dismutasi (SOD), il glutatione perossidasi
(GPX), il glutatione reduttasi (GR) e la catalasi (CAT), o non enzimatici, come

tocoferolo, glutatione (GSH) e acido ascorbico (Figura 9).

mtocht}@; j

-

9

~ Mn-SOD =%
0, HO0. o
A% osH 6356
(073 H:0;
nucleus N Cu/Zn-SOD / \‘-. . =

Figura 9: Enzimi antiossidanti intracellulari [48]

La SOD ¢ un enzima antiossidante che catalizza la dismutazione dell'anione
superossido altamente reattivo in O; e, nelle specie meno reattive, in H,O,,
motivo per cui svolge un ruolo cruciale nei meccanismi di difesa antiossidanti
[49]; Dl’isoforma extracellulare (EC-SOD), rappresenta la maggior parte
dell’attivita della SOD nei fluidi biologici [50]. La quantita di SOD presente
negli ambienti intra ed extracellulari ¢ un buon indicatore di stress ossidativo

[51].
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CAT e GPX catalizzano la riduzione di H,O, ad acqua. Nel corpo umano
esistono otto isoforme di GPX. In particolare, I’isoforma GPX2 viene espressa
dal tratto gastrointestinale fornendo una prima linea di difesa contro i ROS
derivati dall’inflammazione associata a batteri sia patogeni che non
nell’intestino. Protegge inoltre 1’intestino dall’assorbimento, attraverso la dieta,
di idroperossidi [52,53]. Specifiche varianti polimorfiche sui geni degli enzimi
antiossidanti sono state correlate ad alcune malattie con aumentata suscettibilita

allo stress ossidativo [54].

Il glutatione reduttasi (GR) ¢ una flavoproteina ossidoreduttasi che catalizza la
riduzione, NADPH dipendente, del glutatione ossidato (GSSG) a GSH. Questo
enzima ¢ essenziale per il ciclo ossido-riduttivo del glutatione in quanto
permette il mantenimento di livelli adeguati della sua forma ridotta [55]. Tra
gli antiossidanti endogeni non enzimatici il Glutatione (GSH), generalmente
presente nella sua forma ridotta, svolge il ruolo principale nella rimozione degli
intermedi reattivi dell’ossigeno e dei radicali liberi prodotti dal metabolismo.
Esso ¢ infatti substrato per il glutatione transferasi (GST) nei meccanismi di
detossificazione di xenobiotici ed altri composti, ed ¢ allo stesso tempo un
essenziale elettron-donatore per il glutatione perossidasi (GPX) per la riduzione
degli idroperossidi. E espresso ubiquitariamente ed insieme al GPX e GST

formano il sistema del glutatione che funge da barriera antiossidante [56].
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Anche gli antiossidanti esogeni assunti con la dieta svolgono un ruolo
importante nella neutralizzazione dello squilibrio redox e la loro carenza ¢ una
delle cause di numerose patologie cronico-degenerative [57]. La vitamina C o
acido ascorbico, dona elettroni ad altri composti prevenendo cosi la loro
ossidazione. La vitamina E (tocoferolo) protegge le membrane cellulari dalla
perossidazione lipidica convertendosi esso stesso in un radicale a bassa

reattivita.
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Capitolo III: LO STRESS OSSIDATIVO NELLE IBD
3.1 Bilancio redox nelle IBD

Lo stress ossidativo ¢ segnalato come un fattore chiave nella patogenesi delle
IBD e potrebbe essere un meccanismo effettore chiave causa del danno

cellulare/molecolare e tissutale [58-60].

L’aumentata produzione di ROS dovuta all’azione di molteplici fattori come
composti ossidati della dieta, agenti patogeni, flora batterica intestinale,
promuove ’'inflammazione intestinale con produzione di citochine ed altri
mediatori dell’infiammazione, perpetuando lo stato infiammatorio e il danno

ossidativo a carico di cellule e tessuti (Figura 10) [61].

Livelli eccessivi di ROS danneggiano le proteine cellulari comprese le proteine
del citoscheletro e, in definitiva, distruggono la barriera del tratto

gastrointestinale andandone ad aumentare la permeabilita [62].

La perdita dell’integrita della barriera intestinale, accompagnata da un aumento
della permeabilita intestinale, ¢ un sintomo caratteristico della fisiopatologia
dell’IBD [63], ed ¢ dovuta alla distruzione delle proteine del citoscheletro e

quindi delle giunzioni strette (TJ) [62,63].
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Figura 10: ROS e le manifestazioni cliniche nelle IBD

In pazienti con CD in fase attiva di malattia ¢ stato segnalato un aumento dello
stress ossidativo e dell’infiammazione, in combinazione con livelli ridotti di
antiossidanti enzimatici e circolanti [64]. Tuttavia, con il miglioramento delle
condizioni del paziente, questi parametri di stress ossidativo sembrerebbero

tornare a livelli normali [65].

Numerose sono le evidenze sperimentali che dimostrano in una varieta di
sistemi biologici (mucosa del colon, plasma, siero, saliva), un aumento dei
marker di stress ossidativo in soggetti IBD, in particolare dei livelli dei radicali
liberi dell’ossigeno e perossidi lipidi, nonché una diminuzione delle difese
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antiossidanti [66], in altri studi invece non ¢ stata osservata alcuna differenza

[67, 68].

Sotto I’aspetto clinico, Yuksel et al. [69] hanno recentemente evidenziato una
correlazione positiva tra I’indice di stress ossidativo e 1 livelli di CRP (proteina
C-reattiva), mostrando una possibile associazione tra i livelli di stress
ossidativo piu elevati e aumento dell’infiammazione. Bourgonje et al. hanno
riportato che 1 gruppi tiolici plasmatici (gruppi SH delle proteine e del GSH),
che riflettono lo stress ossidativo sistemico, sono inversamente correlati con 1

biomarcatori dell’infiammazione e associati a esiti favorevoli per CD [70].

I ROS possono reagire con varie componenti cellulari provocando
perossidazione lipidica delle membrane con alterazioni delle interazioni
transmembrana e di superficie tra lipidi-lipidi e lipidi-proteine [71],
carbonilazione e idrossilazione delle proteine, con alterazione della struttura e
perdita della funzionalita [72] e danno al DNA mitocondriale e nucleare [59],

promuovendo la mutagenesi [73] e aumentando il rischio di carcinogenesi [74].

Nei pazienti con IBD, anche la capacita antiossidante circolante sembra essere
correlata allo stato clinico [75]: alcuni dati della letteratura riportano aumentati
livelli di SOD nel circolo e nelle cellule epiteliali intestinali di pazienti IBD

[76], ipotizzando una over-produzione di enzima come meccanismo di
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protezione dei tessuti intestinali dal danno ossidativo. Ad aumentati livelli di
SOD (in risposta alla produzione di H,O,) sembrerebbe corrispondere un
aumento di CAT e/o GPX [77,78]. Si ¢ infatti ipotizzato che per fornire una
protezione ottimale contro il danno mediato dai ROS, tutto il corredo

enzimatico antiossidante si attivi in maniera coordinata [77,78].

Diversi autori hanno dimostrato che pazienti con CD possono avere una
diminuzione dei livelli di enzimi antiossidanti nel tessuto intestinale, mentre 1
livelli degli enzimi nel plasma o nel siero sembrerebbero dipendere dalla

gravita di CD [65, 79, 80].

Tuttavia, la letteratura riporta in merito dati contrastanti, spesso a causa delle
diverse metodologie applicate e condizioni operative, cid nonostante si ritiene
che lo studio dei marcatori cellulari e plasmatici di stress ossidativo, sia uno
strumento importante per la valutazione dello stato redox, la progressione della
malattia e gli eventuali benefici degli antiossidanti nelle patologie

inflammatorie intestinali.
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3.2 Biomarcatori di stress ossidativo

I metodi per la valutazione del danno ossidativo si basano su:

a) quantificazione diretta della produzione di specie chimiche reattive
(ROS/RNS);
b) quantificazione di specifici sottoprodotti o intermedi derivanti da processi

ossidativi (TBArs, AOPP, AGEs, 8-OHdG).

I metodi per la valutazione della risposta antiossidante si basano su:

a) quantificazione della capacita antiossidante di una matrice, riferita come
capacita riducente nei confronti di uno specifico substrato o concentrazione

di un marker antiossidante.

La quantificazione diretta di ROS [81] permette di valutare 1’entita del danno
ossidativo ma, data la minima quantita e la breve emivita dei radicali liberi,
clinicamente la quantificazione dello stress ossidativo si avvale anche della
misura di differenti sostanze piu stabili prodotte dalle reazioni ossidative
(prodotti dell’ossidazione di proteine e lipidi, prodotti di glicosilazione

avanzata AGES, derivati dell’ossidazione degli acidi nucleici) (tabella 5) [82].

Allo stesso modo possono essere quantificati gli enzimi antiossidanti
Superossido dismutasi, Catalasi, Glutatione perossidasi € composti non

enzimatici (glutatione, vitamina C, vitamina E, acido urico, bilirubina ect.)[83].
29



Markers of Oxidative Stress Anti-Oxidants

Lipid Peroxidation

Acroleyn

Malonyldialdehyvde Enzymatic
4-Hydroxynonenal Superoxide dismutase
F2-isoprostanes Catalase

TBARS Glutatione peroxidase

Advance Lipid oxidation products
Oxidized LDL antibodies Non-Enzymatic

Glutathione

Protein Oxidation Vitamin E
Advance oxidat protein products Vitamin C
Ferritin
Carbohydrate oxidation Transferrin
AGE Albumin
Etc..

Nucleic Acid oxidation

8-Hydroxy-2-deoxiguanosine

Tabella 5: Biomarkes di stress ossidativo ed antiossidanti

Come frequentemente accade in medicina di laboratorio, nessuno dei
biomarcatori attualmente disponibili risponde singolarmente ai criteri di
idealita (stabilita, specificita d’organo o di patologia, sensibilita e specificita
d’analisi, bassa variabilita biologica). Data la molteplicita dei bersagli dei
radicali liberi ed il complesso metabolismo al quale vanno incontro 1 prodotti
delle loro reazioni ¢ perd verosimile che I’insieme di pii marcatori sia piu
informativo che uno solo, anche in virtu del fatto che ciascuno rispecchia una

sfaccettatura dell’intero fenomeno [84].
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La valutazione dei prodotti di ossidazione prevede principalmente: 1 prodotti
di ossidazione lipidica, prodotti di ossidazione proteica e la valutazione del

danno ossidativo del DNA.

* Prodotti di ossidazione lipidica: idroperossidi totali (LOOH), malondialdeide
(MDA), sostanze reattive dell’acido tiobarbiturico (TBARSs) e isoprostani.
L’ossidazione lipidica comporta una reazione a catena autocatalitica innescata
dai ROS, gli idroperossidi lipidici che originano da una prima reazione di
riarrangiamento dei doppi legami, sono a loro volta specie reattive che possono
ulteriormente reagire a formare perossidi ciclici ed aldeidei alfa-beta-insature
come la malondialdeinde (MDA), misurata come sostanze reattive dell’acido

tiobarbiturico (TBARs) (Figura 11) [85, 86].

OH (A) Thiobarbituric acid (TBA) assay

['I Acidic condition ||

H Hw 95°C
MDA | MDA-TBA

TBA

Figura 11: Sostanze reattive dell’acido tiobarbiturico
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Un’altra particolare classe di composti generati della lipoperossidazione a
carico dell’acido arachidonico, sono gli isoprostani-F2 che, per effetto della
loro stabilita ed indipedenza da fattori esogeni, sono stati proposti come

marcatori di riferimento.

* Prodotti di ossidazione proteica: AOPP (Advanced oxidative protein product).
Le proteine rappresentano un ampio bersaglio per 1 ROS, infatti 1 meccanismi
ossidativi a carico delle proteine sono molteplici e possono essere a carico sia
dei residui amminoacidici laterali che sulla catena centrale con la formazione
di nuovi gruppi funzionali che possono contribuire ad alterarne la funzione ed
il metabolismo.I principali biomarcatori di ossidazione delle proteine sono le
proteine carbonilate che si originano per ossidazione diretta dei residui della
catena laterale o per formazione di addotti. I livelli di AOPP possono essere

misurati mediante saggi spettrofotometrici [87].

 Un buon marcatore biologico di stress ossidativo a livello del DNA ¢
rappresentato dall’ 8-idrossi-2’-deossiguanosina (8-OHdG). Durante il
processo di riparazione in vivo del DNA, e soprattutto in seguito alla
degradazione degli acidi nucleici conseguente alla morte cellulare, la 8-OHdG
viene liberata e secreta nelle urine, sia come base singola sia inclusa in

oligomeri di DNA senza ulteriori modifiche.
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Data la stabilita e la specificita, la concentrazione di 8-OHdG nelle urine ¢ uno
dei piu affidabili marcatori per valutare il grado di stress ossidativo sistemico
[85]. Il saggio piu affidabile per la sua determinazione ¢ rappresentato dalla
cromatografia accoppiata alla spettroscopia di massa (HPLC/GS-MS) anche se
sono disponibili numerosi saggi ELISA commerciali basati su anticorpi

specifici [88].

Anche le componenti la cui deregolazione puo provocare stress ossidativo
come 1 sistemi di difesa antiossidante possono essere utilizzati per valutare lo
stato redox dell’organismo. Come gid accennato gli enzimi antiossidanti
cellulari e plasmatici piu rilevanti sono SOD, CAT e GPX, quantificabili
attraverso 1’attivita enzimatica (metodi spettrofotometrici e fluorimetrici), il

contenuto proteico (Western Blot) e 1’espressione genica (RT-PCR) [89,90].

Un ulteriore metodo di valutazione dello stress ossidativo ¢ la misura della
capacita antiossidante totale (TAC), data dal contributo di antiossidanti non
enzimatici endogeni (come bilirubina e tioli) e nutrizionali (come tocoferoli,
acido ascorbico, carotenoidi e composti fenolici) [91], attraverso il dosaggio
ORAC (oxygen radical absorbance capacity) che misura la capacita
“scavenging” (cioe I’attivita antiradicalica) degli antiossidanti di un campione
alimentare o biologico verso 1 radicali perossilici (ROO-) [85], e mediante 1

metodi FRAP (ferric reducing ability of plasma) e/o CUPRAC (cupric
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reduncing antioxidant capacity) che misurano il potere riducente degli
antiossidanti attraverso le reazioni redox rispettivamente con il ferro (FRAP) o

rame (CUPRAC) [85].
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Capitolo IV: SCOPO DELLA TESI

Sebbene 1’esatta eziologia e patogenesi nell’IBD siano ancora sconosciute,
studi recenti hanno dimostrato che lo squilibrio redox, che conduce ad una
condizione di stress ossidativo, abbia un ruolo chiave nell’evoluzione della

malattia e nello sviluppo di complicanze legate ad essa.

Il presente studio osservazionale prospettico, parte di un progetto di ricerca
finalizzato dal Ministero della Salute (2019), ha come obiettivo primario quello
di valutare il livello di squilibrio redox e la condizione di stress ossidativo in
bambini affetti da IBD rispetto ad un gruppo di controllo, quantificando il
danno ossidativo attraverso la misura di radicali liberi e prodotti di ossidazione,
e la risposta antiossidante plasmatica e cellulare mediante la valutazione della

capacita antiossidante totale e la misura delle attivita enzimatiche specifiche.

End-point secondario dello studio ¢ quello di studiare, nei pazienti IBD,
I’associazione tra 1 diversi biomarcatori di stress ossidativo e le caratteristiche

e le variabili cliniche della malattia.
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Capitolo V: MATERIALI E METODI

5.1 Disegno dello studio

In questo studio sono stati arruolati 41 soggetti pediatrici di eta compresa tra 6-
18 anni con diagnosi di IBD secondo i criteri di Porto, e 22 soggetti sani di pari

eta e genere.

Sono stati esclusi dall’arruolamento: pazienti con enterostomia permanente,
neoplasie in atto o storia di neoplasia nei 10 anni precedenti, malattie
cardiovascolari e ischemie, ipertensione, diabete di tipo 2 e altre condizioni che
richiedono un trattamento dietetico specifico (malattia celiaca, allergia
alimentari conclamate, insufficienza renale cronica, malattie metaboliche
congenite o condizioni acquisite come dislipidemie e iperuricemia), gravidanza

e allattamento.

Sono stati arruolati come controlli soggetti che eseguivano endoscopie per
motivi differenti dalle IBD e dalla sorveglianza neoplastica, come disturbi
funzionali, reflusso gastro-esofageo, gastrite, diverticolite, poliposi benigna.
Sono stati esclusi tra 1 controlli 1 familiari di primo grado dei soggetti IBD.
Sono stati inclusi nello studio solo 1 soggetti IBD e i controlli per 1 quali € stato

acquisito il consenso informato scritto.

36



Per ogni soggetto sono state raccolte le seguenti informazioni: eta, etnia,
genere, dati auxologici (peso, altezza, indice di massa corporea BMI), eventuali

terapie in corso (medica e/o nutrizionale e/o con integratori).

Per ciascun paziente IBD inoltre sono state raccolte le seguenti informazioni
riguardanti lo stato di malattia: eta alla diagnosi, tipo di malattia (CD, UC e
IBD-U), estensione della malattia (classificazione di Paris), attivita clinica della
malattia (PCDAI Pediatric Crohn’s Disease Activity Index e PUCAI Pediatric
Ulcerative Colitis Activity Index), terapia in atto (farmaci biologici, steroidi,
immunomodulatori, aminosalicilati e altro) specificando la data d’inizio della
terapia; terapia nutrizionale enterale specificando la frequenza (totale o
parziale) e il tipo di prodotto; assunzione di integratori o vitamine specificando

il nome del prodotto e il dosaggio.

Nei pazienti del gruppo IBD sono stati inoltre rilevati i seguenti parametri
ematochimici: emocromo, VES, PCR, albumina, urea, creatinina, glicemia,
ALT, ferritina, assetto lipidico, livelli sierici di selenio, zinco, vitamina A, E,

C, D e calprotectina fecale.
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In tutti i soggetti arruolati (pazienti e gruppo di controllo) sono stati quantificati

1 seguenti parametri indicativi di stress ossidativo:
1. Livelli intracellulari di ROS
2. Capacita antiossidante totale (TAC)

3. Prodotti della perossidazione lipidica (TBARSs) e della ossidazione avanzata

delle proteine (AOPP)
4. Attivita enzimatica degli enzimi antiossidanti SOD, CAT, GPX e GR.
5. Livelli di glutatione ridotto (GSH)

Lo studio ¢ stato approvato dal Comitato Etico della Regione Marche (CERM),
Italia, 30/05/2019, protocollo n°2019/174 ¢ condotto in conformita con la

Dichiarazione di Helsinki del 1975, come rivista nel 1983.
5.2 Preparazione campioni

I campioni di plasma, ottenuti da centrifugazione di sangue intero in eparina,
sono stati conservati a -80°C fino al momento dell’esame. Le cellule
mononucleate da sangue periferico (PBMCs) sono state isolate per
centrifugazione in gradiente di densitd con sistema Leucosep™ e conservate a

-80°C fino al momento dell’analisi.

38



5.3 Determinazione radicali reattivi dell’ossigeno (ROS)

I livelli intracellulari di ROS nelle PBMCs sono stati rilevati mediante
citofluorimetria a flusso, utilizzando la carbossi-H2DCFDA (C400), come
sonda, secondo le istruzioni del produttore. All'interno delle cellule, la carbossi-
H2DCFDA, idrolizzata da esterasi, ¢ ossidata dai ROS intracellulari per
formare il composto fluorescente 2',7'-diclorofluoresceina (DCF), la cui
emissione massima ¢ a A=520 nm. La fluorescenza della DCF ¢ stata misurata
mediante citofluorimetro (Guava Easy Cyteflow cytometer; Merck Millipore,

Darmstadt, Germany).
5.4 Capacita antiossidante totale plasmatica (TAC)

Per la valutazione della capacita antiossidante totale del plasma sono stati

utilizzati due saggi: ’ORAC ed il FRAP.

Nel test ORAC (oxygen radical absorbance capacity) la diminuzione della
fluorescenza del marker fluoresceina (ex 485; em 530 nm), ¢ inversamente
proporzionale alla capacita antiossidante, espressa come pmol equivalenti di

Trolox, analogo della vitamina E.

Nel saggio FRAP (ferric iron reducing antioxidant capacity) la reazione di
riduzione del Fe** a Fe?* da parte dei composti antiossidanti del plasma in

presenza di TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine, Sigma-Aldrich) produce
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una colorazione blu intenso misurata a A=593 nm [92]. La curva di calibrazione
utilizza una soluzione di FeSOj4 a concentrazioni standard fino a 1.0 mM. Tutte

le misurazioni sono state condotte in duplicato.

5.5 Sostanze reattive dell’acido tiobarbiturico (TBARs)

I livelli plasmatici delle sostanze reattive dell’acido tiobarbiturico (TBARS)
sono stati misurati utilizzando un ELISA TBARs Assay kit (Cayman Chemical,
USA), secondo le istruzioni fornite dal produttore. Tutte le misurazioni sono

state condotte in duplicato.

5.6 Prodotti di ossidazione avanzata delle proteine (AOPP)

La determinazione dei prodotti ossidati delle proteine (AOPP) ¢ stata eseguita
secondo la metodica descritta da Witko-Sarsat [93]; brevemente, campioni di
plasma diluiti 1:5 sono stati aggiunti a 50 pL di KI 1,16 M e 100 pL di
CH3;COOH. L’assorbanza del mix di reazione ¢ stata letta immediatamente a
340 nm usando Chloramine-T (Sigma-Aldrich, Italy) come standard. I valori di
AOPP sono stati calcolati in base alla concentrazione delle proteine
plasmatiche ed espressi in umol/mg di proteine. Tutte le misurazioni sono state

condotte in duplicato.
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5.7 Proteine plasmatiche

Il dosaggio delle proteine plasmatiche ¢ stato eseguito secondo il metodo
colorimetrico descritto da Bradford [94], utilizzando il Bio-Rad Protein Assay

Dye Reagent (Bio-Rad, USA).

5.8 Determinazione delle difese antiossidanti

Le difese antiossidanti enzimatiche cellulari sono state valutate misurando i
livelli di Superossido dismutasi (SOD), Catalasi (CAT), Glutatione Perossidasi
(GPX) e Glutatione reduttasi (GR) attraverso la determinazione dell’attivita
enzimatica. Le difese antiossidanti non enzimatiche sono state valutate

misurando 1 livelli di glutatione.

Sia D’attivita enzimatica che 1 livelli di glutatione sono stati misurati nelle
cellule PBMCs mediante analisi spettrofotometriche utilizzando kit ELISA

specifici come riportato di seguito, secondo le istruzioni fornite dal produttore:

* SOD Assay kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA, Cat. No. 706002)

» Catalase Assay kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA, Cat. No

707002)

* Glutathione Peroxidase Assay Kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA,

Cat. No. 703102)
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* Glutathione Reductase Assay kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA,

Cat. No 703202)

* Glutathion Assay Kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA, Cat. No.

703002)

I marcatori di stress ossidativo sono stati correlati con 1 dati clinici, demografici

ed alcuni parametri ematochimici.

5.9 Oxidative score

E’ stato infine calcolato un punteggio ossidativo (oxidative score) dato dalla

somma di score parziali per TBARs, AOPP, ORAC ¢ FRAP, ottenuti nel

seguente modo:

e per TBARS, AOPP e ORAC, ai valori < 25° pc sono stati assegnati 0 punti,
1 per quelli compresi tra 25° pc e mediana, 2 quelli tra mediana e 75°
percentile e 3 punti per > 75° pc.

e perivalori FRAP, l'assegnazione dei punti era inversa (0 <25° pc, 1 tra 25°-

50° pc, 2 tra 50-75° pc e 3 > 75° pc).

In base alla somma delle quattro componenti, 1 pazienti sono stati assegnati a
tre categorie di punteggio ossidativo: basso (score totale 0-4), medio (score

totale 5-8) e alto (score totale 9-12).
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5.10 Analisi statistica

L’analisi statistica ¢ stata eseguita utilizzando il software GraphPad 9.1. I dati
sono espressi come valori di mediana = IQR (per variabili non normalmente
distribuite). Per il confronto tra le variabili continue o categoriali sono stati
utilizzati test parametrici (test T di Student) per variabili normalmente
distribuite e test non parametrici (Mann-Whitney test) per variabili non
normalmente distribuite. L analisi di correlazione ¢ stata condotta utilizzando

il test di Spearman.

Per alcuni biomarcatori di stress ossidativo ¢ stata calcolata 1’area sotto la curva
(AUC, Area Under Curve) della ROC (Receiver Operating Characteristic)
curve finalizzate a caratterizzare la loro utilita nel discriminare 1 pazienti con

IBD da soggetti sani.

I valori sono stati considerati statisticamente significativi con un p<0,05.
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Capitolo VI: RISULTATI

Nel periodo dicembre 2019-agosto 2021 sono stati arruolati presso la Clinica
Pediatrica UNIVPM AOU Ospedali Riuniti Ancona, 41 soggetti pediatrici

affetti da IBD e 22 controlli sani, di pari eta e genere (Tabella 7).

IBD :
Pediatrici  controlli
(41) (22)

p value

Eta (mediana, IQR) 12 (4)

Maschi (%) 17 (42%) 14 (61%) 0,19

Tabella 7: Caratteristiche demografiche dei pazienti

12 (4) 0,57

Nel gruppo di pazienti IBD, 22 (54%) soggetti erano affetti da morbo di Crohn
(CD) e 19 (46%) da rettocolite ulcerosa (UC). La diagnosi ¢ stata posta circa
1,7 anni (IQR 0,45) prima dell’arruolamento e il 63% dei pazienti era in fase di
remissione al momento del reclutamento. Dodici presentavano un’attivita di
malattia lieve e 2 un’attivita moderata, mentre solo un paziente affetto da CD
aveva un PCDALI score >57,7 (stato di malattia severo). Cinque (12%) pazienti
presentavano un punteggio z-BMI <2 DS (pazienti malnutriti), solo uno era

obeso.
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La terapia biologica era in atto nel 63% dei pazienti, il 56% dei pazienti era in
terapia con ASA, il 59% con farmaci immunomodulatori e solo il 5% (uno
affetto da CD, uno da UC) era trattato con corticosteroidi. Sedici pazienti (39%)
hanno seguito una terapia nutrizionale: 5 erano in nutrizione enterale totale, 4
in nutrizione enterale parziale, 7 trattati con altre diete specifiche come la dieta

priva di lattosio.

IBD pediatrici (41)

Eta (mediana, IQR) 12 (4)
Maschi (%) 17 (42%)
Malnutrizione (%) 5 (12%)
Obesita (%) 1(2,4%)
CD (n, %)) 22 (54%)
uc (n,%) 19 (46%)
Durata di malattia anni (median, IQR) 1,7 (0,45)
GO EG [ EETE]
Remissione (n,%) 26 (63%)
Lieve (n,%) 12 (29%)
Moderata (n,%) 2 (5%)
Severa (n,%) 1(3%)
Calprotectina fecalel >250 mg/Kg 17 (41,4%)

Terapia:

ASA (n,%) 23 (56%)
Immunosuppressivi (n,%) 24 (59%)
Corticosteroidi (n,%) 2 (5%)
Farmaci biologici (n,%) 26 (63%)
Terapia con probiotici (n,%) 3 (7%)

Terapia nutrizionale (n,%) 10 (24%)
Supplementazioni vitamine (n,%) 19 (46%)
Vitamina D 16 (39%)
Vitamina C 1(2,4%)
Acido folico 1(2,4%)
Vitamina B1 1(2,4%)
Chirurgia (n,%) 2 (5%)

Manifestazioni extraintestinali (n,%) 4(9,8%)

Tabella 8: caratteristiche cliniche dei pazienti.
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Diciannove bambini hanno ricevuto un’integrazione vitaminica: 16 con
vitamina D, 3 pazienti rispettivamente con vitamina C, vitamina Bl e acido
folico. Due erano i pazienti sottoposti a chirugia prima del reclutamento ¢ 4
hanno presentato manifestazioni extraintestinali di IBD (in due casi si trattava
di manifestazioni oculari, in 1 un coinvolgimento articolare e un altro

presentava una dermatite) (Tabella 8).
6.1 ROS

I livelli intracellulari di ROS risultano comparabili nei due gruppi di studio, il

dato non assume significato statistico (Tabella 9, Figura 10).

ROS

Arbitrary UNIT

Figura 10: Livelli di ROS nei due gruppi
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Nel gruppo IBD non ¢ stata dimostrata alcuna correlazione tra 1 valori dei ROS

ed eta, genere, attivita di malattia e uso della terapia biologica (Tabella 10).

6.2 FRAP

Come mostrato in Figura 11 ed in tabella 9, la capacita antiossidante totale
plasmatica (TAC) espressa come capacita ferro-riducente del plasma (FRAP)
risulta ridotta nei pazienti IBD rispetto al gruppo di controllo, anche se non in
maniera significativa (mediana= 202 vs 230 mcmol/eq FeSO4, IQR 34,5 vs

58.8; p value >0,05).
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Figura 11: Capacita ferro-riducente del plasma (FRAP) nei due gruppi di studio
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I valori di FRAP correlano positivamente con il genere maschile (p=0,0236) e
con I’uso di farmaci biologici (p=0,0020). I pazienti in terapia con farmaci
biologici per un periodo piu lungo mostrano valori di FRAP piu alti (1=0,5873;
p<0,0001). Inoltre, 1’eta ¢ correlata positivamente con 1 valori di FRAP, con

elevata significativita statistica (p < 0,0001) (Tabella 10).

6.3 ORAC

L’ORAC intracellulare ¢ minore nel gruppo IBD vs controllo, con

significativita elevata (p value 0,0016) come mostrato in figura 12 e tabella 9.
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Figura 12: Capacita di assorbimento dei radicali liberi dell’ossigeno (ORAC) nei due gruppi
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Tale valore € risultato essere inversamente correlato con 1’uso di farmaci
biologici (p value 0,0397), ma non correlato con la durata della terapia

(r=0,2337; p valure 0,2974) (Tabella 10).

La curva ROC riferita a questo biomarcatore mostra un’area al di sotto della
curva (AUC) di 0,7564 (95% intervallo di confidenza da 0,6343-0,8786), con

un valore di p=0,002 (Figura 13).

ROC curve: ROC of ORAC
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Figura 13: Curva ROC ORAC
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6.4 Perossidazione lipidica (TBARs)

L’analisi dei dati relativi alle sostanze reattive dell’acido tiobarbiturico
(TBARSs) non mostrano differenze significative tra i valori ottenuti nel gruppo

dei pazienti e nel gruppo di controllo (Tabella 9, Figura 14).
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Figura 14: Sostanze reattive dell’acido tiobarbiturico (TBARSs) nei due gruppi

Non si evidenziano inoltre correlazioni con 1 dati demografici, né con 1

parametri clinici di malattia (tabella 10).
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6.5 Prodotti di ossidazione proteica avanzata (AOPP)

I prodotti di ossidazione proteica avanzata (AOPP) sono aumentati nel gruppo
IBD rispetto ai controlli, con buona significativita statistica, come mostrato in

Figura 15 e la Tabella 9.

AOPP
10 - ok

mcmollg proteine
I

Figura 15: Livelli di AOPP (mcmol/gr di proteine) nei pediatrici e controlli.

La curva ROC per AOPP (AUC) mostra un’area di 0,6146 (intervallo di

confidenza 95% 0,5079-0,7213), con un valore p=0,0416 (Figura 16).
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ROC of AOPP
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Figura 16: Curva ROC di AOPP.
ROS FRAP TBARs AOPP ORAC cell
(mediana, IQR) (mediana IQR) (mediana, IQR) | (mediana,IQR) (mediana, IQR)
IBD 35,2 202 8.8 6,6 1246
e (25-79,6) (182-216) (7,9-11,5) (6,0-7,2) (828-6315)
Controlli 37,5 230 8,35 59 5851
(22)
(26,8-50.5) (185,5-24.3) (7,35-11) (4,9-6,3) (3611-7886)
p value 0,6119 0,1433 0,4805 0,0049 0,0016

Tabella 9: valori di ROS, FRAP, TBARs, AOPP ed ORAC nei due gruppi di studio
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; DURATA
; ATTIVITA TERAPIA
ETA GENERE | CD-UC TERAPIA
MALATTIA | BIOLOGICA BIOLOGICA
FRAP =0,5718 =2897 r=-0,04374 | 1=0,02929 r=0,3879 =0,5873
p=<0,0001 | p=0,0236 p=0,7378 p=0,8239 p=0,0020 p=<0,0001
ROS =-09084 | r=0,09101 =-0,07988 |  1=0,08784 =0,02781 =-0,1638
p=0,5055 | p=0,5047 p=0,5584 p=0,5198 p=0,8388 p=0,3001
P =-0,07292 | r=0,1299 =-0,3515 r=0,09799 r=-0,06231 =-0,2379
p=0,5765 | p=0,3182 p=0,0055 p=0,4525 p=0,6333 p=0,1292
TBARS =0,2081 | 1=0,04782 r=0,1037 1=-0,1047 1=-0,1954 =0,1415
p=0,1076 | p=0,7144 p=0,4266 p=0,1327 p=0,1313 p=0,3714
G =-0,01138 | r=0,1112 r=0,1308 =-0,2154 =-0,3308 =0,2337
p=0,9452 |  p=0,5005 p=0,4275 p=0,1878 p=0,0397 p=0,2974

Tabella 10: Analisi di correlazione: caratteristiche pazienti IBD e ROS, FRAP, AOPP e ORAC

6.6 Attivita enzimi antiossidanti

L’ attivita di SOD, CAT, GPX e GR ¢ stata valutata a livello intracellulare nei
bambini con IBD e nei rispettivi controlli. Come mostrato dalla Figura 17 e in
Tabella 11, nel gruppo IBD Iattivita di CAT e GPX ¢ risultata aumentata e
statisticamente significativa (p value CAT= 0,0137; p value GPX=0,049). Al
contrario nelle attivita di SOD e GR non si rilevano differenze significative tra

1 due gruppi.

53




SOD CAT
ek
151 400 -
& £ _
EE E ° 3004
@ 104 T A
< e - o
g A = E  200-
=] ﬁ ]
EE 5] EE
1S T3 100
=] | = ;
0 r r 0 T .
{ g 3 2
\QQ = \QS‘ &
GPX GR
*
200 - 40 -
g 3
-‘E < 1504 ‘E s 30
£ A R |
- L ]
= & 1004 =& 204
€8 i
EE EE
B35 spd 3 10
=l | =l |
D T T D T T
] 3 3 2
\QS\ & \QS\ &
Figura 17: Attivita degli enzimi antiossidanti intracellulari nei due gruppi.
GR GPX SOD CAT
(mediana, IQR) (mediana, IQR) (mediana, IQR) (mediana, IQR)
IBD (41) 15,3 53,1 5.4 97,1
(10,9-19,1) (38,5-91,9) (3,9-6,9) (55-181)
Controlli 13,1 40,5 4,9 57,2
(7,4-21) (25,2-67,5) (3,6-6,3) (34,9-90,9)
(22)
p value 0,38 0,049 0,34 0,013

Tabella 11: Attivita enzimatica GR, GPX, SOD e CAT.
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6.7 Livelli di GSH

I1 GSH totale analizzato nella popolazione pediatrica non ha evidenziato alcuna
differenza significativa tra i casi e controlli (mediana (IQR) 13,1 (8,4-15,8) vs

12,8 (7,6-20,6), p=0.73 (Figura 18).

GSH
30
% 20 1
s
[£.0]
(4]
= 10+
g
] T T
S o
2 =
& o

Figura 18: GSH totale nei casi e controlli

6.8 Oxidative score

E’ stato inoltre calcolato uno score ossidativo per il gruppo IBD relativo ai
valori plasmatici dei biomarkers TBARs, AOPP, ORAC e FRAP; 10 pazienti
ottengono uno score lieve (punteggio 0-4), 24 uno score moderato (punteggio

totale 5-8) e 5 uno score grave (punteggio totale 9-12) (Figura 19).
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Figura 19: Distribuzione dei casi pediatrici IBD per oxidative score

All’analisi univariata 1’ oxidative score risulta maggiore nei pazienti non trattati

con terapia biologica (p=0,0079) e non si evidenziano correlazioni con I’eta, il

tipo di malattia, I’attivitd di malattia, ¢ con 1 livelli di calprotectina fecale

(tabella 12).

A ATTIVITA DI TERAPIA CALPROTECTINA
ETA GENERE | CD-UC MALATTIA BIOLOGICA 250
OXIDATIVE =-0,07752 | =-0,03349 | r=-0,05851 =-0,04752 =-0,4195 r=0,004345
SCORE p=0,6390 p=0,8871 p=0,7235 p=0,7740 p=0,0079 p=0,9796

Tabella 12: Analisi di correlazione tra oxidative score € le caratteristiche cliniche

nel gruppo /BD

56



Capitolo VII: DISCUSSIONE

Un numero crescente di evidenze sperimentali identificano lo stress ossidativo
come un potenziale meccanismo patogenetico implicato nello sviluppo e nella
progressione delle IBD; pertanto lo stress ossidativo, non ¢ considerato solo
una semplice conseguenza dell’inflammazione cronica, ma un potenziale
fattore fondamentale per lo sviluppo ed il mantenimento dello stato

inflammatorio e dell’abnorme risposta immunitaria che caratterizza le IBD.

Tra le caratteristiche delle IBD viene infatti spesso riportato uno squilibrio
redox dovuto ad una maggiore produzione di specie reattive (ROS e RNS) e ad
una riduzione della capacita antiossidante enzimatica e non enzimatica [64, 66].
Tuttavia, il numero di studi pediatrici in merito € esiguo € non sempre si

riscontrano dati concordanti.

Il presente studio ha valutato il livello di squilibrio redox, misurato dalla
determinazione della capacita antiossidante totale non enzimatica del plasma
(TAC) e dai livelli di ROS, dai prodotti ossidazione lipidica e proteica (TBARs
e AOPP) e dall’attivita dei principali enzimi antiossidanti (SOD, CAT, GPX,

GR), in bambini e adolescenti affetti da IBD, rispetto ad un gruppo di controllo.

Il principale risultato di questo studio ¢ una significativa diminuzione della

capacita antiossidante totale (TAC) determinata come capacita di assorbimento
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dei radicali liberi dell’ossigeno (ORAC) nel gruppo dei pazienti IBD rispetto
ai controlli. Kawakami et al. [95] hanno riportato una riduzione del dosaggio
plasmatico di ORAC negli adulti UC rispetto a controlli sani, ma non sono

presenti in letteratura dati relativi a ORAC intracellulare nelle IBD pediatriche.

Si puo ipotizzare che a livello cellulare, la riduzione di ORAC nel gruppo IBD
osservata possa rivelare un insulto ossidativo che supera la capacita

antiossidante dei composti enzimatici € non enzimatici di difesa.

Inoltre, I'analisi ROC ha evidenziato, per questo biomarcatore di ossidazione,
una buona capacita discriminante per IBD, tuttavia, il suo valore prognostico

rimane ancora sconosciuto.

Anche la capacita antiossidante totale plasmatica (TAC) espressa come
capacita ferro-riducente del plasma (FRAP) ¢ risultata ridotta nei pazienti IBD
rispetto al gruppo di controllo, anche se non in maniera significativa; tale dato
emerge per la prima volta in ambito pediatrico, infatti la riduzione dell'attivita
antiossidante totale nelle IBD ¢ descritta in letteratura, ma si riferisce a studi

condotti su pazienti adulti [96].

I valori di FRAP sono correlati con I'eta, il genere maschile e 1'uso del farmaco
biologico, ma non con il tipo di malattia, la durata della terapia biologica o

l'attivita della malattia come mostrato in altri studi [97,98].
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Tale biomarker, misura della capacita antiossidante totale, ¢ la somma del
contributo di antiossidanti di natura idrofilica endogeni (es. acido urico,
bilirubina, albumina, etc) ed esogeni (farmaci e di derivazione alimentare),
quindi variabile rispetto alla complessita della malattia, ma anche rispetto al
tipo di terapia, alle abitudini alimentari o all’uso di integratori [92]. Inoltre, la
mancanza di significativita, pur essendoci la tendenza alla diminuzione,
potrebbe esser dovuta alla diversa numerosita campionaria nel gruppo di

controllo.

Nel contributo al danno ossidativo, la produzione di ROS ¢ comparabile tra 1
due gruppi di studio e nel gruppo IBD, non correlata con le caratteristiche del
paziente, il tipo e l'attivita della malattia o la terapia. Lo studio di Beltran, et al.
[99] riporta un aumento significativo di ROS in diversi tipi di cellule
immunitarie periferiche durante il CD attivo e un ritorno ai livelli di controllo
quando la malattia diventa inattiva. Cio potrebbe giustificare 1 risultati ottenuti
in quanto nel presente studio la maggior parte dei pazienti arrolati era in fase di

remissione o in una condizione di malattia lieve.

Il secondo importante risultato emerso dallo studio ¢ un significativo aumento
dei prodotti di ossidazione avanzata delle proteine (AOPP) nei pazienti con

IBD rispetto ai controlli sani. Numerose sono le evidenze sperimentali che
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confermano questo dato [100]. Gli AOPP sono considerati marcatori affidabili
di danno ossidativo a carico delle proteine, ed essendo formati principalmente
da proteine plasmatiche con composti clorurati derivanti dall’attivita della
mieloperossidasi (MPO), sono considerati anche mediatori dello stato

infiammatorio [101].

Come precedentemente riportato da Luceri et al. [92] e come evidenziato
dall’analisi ROC, gli AOPP potrebbero essere considerati buoni markers di
malattia inflammatoria intestinale, soprattutto nei pazienti con CD, in cui

possono assumere anche un valore prognostico [102].

La determinazione dei prodotti di perossidazione lipidica come sostanze
reattive dell’acido tiobarbiturico (TBARSs) non mostra differenze significative
tra 1 valori ottenuti nel gruppo dei pazienti e nel gruppo di controllo. Tali dati
si discostano da altri studi che riportano invece elevati livelli di perossidazione
lipidica, in particolare in fase attiva della malattia [103]; tuttavia la maggior
parte dei pazienti IBD arruolati nel nostro studio era in fase di remissione (63%)
e tale condizione potrebbe spiegare, come per 1 ROS, 1 livelli circolanti ridotti

di TBARSs riscontrati.

Un ulteriore risultato emerso dal nostro studio € 1’aumento statisticamente

significativo dell’attivita enzimatica di CAT e GPX nei pazienti IBD rispetto
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ai controlli in accordo con Dincer et al. [104]. In letteratura i dati in merito sono
contrastanti e per la maggior parte riferiti a soggetti adulti, come nello studio
di Mrowicka et al. [105] che descrive una riduzione dell'attivita della CAT nei
pazienti IBD rispetto ai controlli e di Achitei ez al. [103] che invece evidenziano
un'attivita di GPX aumentata in pazienti con malattia attiva e valori
significativamente piu bassi nei pazienti in remissione, rispetto al gruppo di

controllo. Non sono disponibili invece dati per la popolazione IBD pediatrica.

L'attivita della SOD risulta lievemente aumentata nei bambini IBD rispetto ai
controlli, anche se tale dato non assume un significato statistico; la tendenza al
lieve aumento osservata nel gruppo IBD potrebbe essere legata alla fase di
remissione in cui si trovava maggior parte dei soggetti indagati. Alcuni studi
riportano infatti un aumento dell'attivita di SOD in pazienti con infiammazione
intestinale attiva, a differenza dei pazienti IBD in remissione, che mostrano

invece valori ridotti di attivita enzimatica [105,106].

L’aumento significativo dell’attivita enzimatica degli enzimi intracellulari, in
particolare della CAT e di GPX, potrebbero suggerire dei meccanismi up-
regolatori di difesa endogena antiossidante: le cellule aumenterebbero
I’espressione di geni enzimatici antiossidanti e, di conseguenza, I’attivita di tali

enzimi antiossidanti intracellulari [77,78,107].
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Occorre inoltre considerare come discusso da Pereira C et al. [108] che
I’espressione degli enzimi ¢ soggetta a variazione del polimorfismo e quindi
livelli di attivita potrebbero essere influenzati su base individuale. Ogni volta
che sono coinvolte variazioni del genotipo, gli studi richiedono campioni

numericamente importanti per ottenere evidenze statisticamente valide.

I livelli di GSH misurati nel gruppo IBD sono comparabili con quelli dei
controlli sani, in contrasto con dati della letteratura che riportano livelli di GSH
piu elevati nelle IBD, sia negli adulti [ 109] che in ambito pediatrico [110]. Sido
et al. [111] e Szczeklik et al. [97] hanno invece evidenziato una deplezione di

GSH, rispettivamente nella mucosa intestinale e nel plasma di pazienti affetti

da IBD.

Infine, in modo simile a quello descritto da Luceri et al. [92], ¢ stato attribuito
a cilascun paziente IBD un punteggio ossidativo che considera
complessivamente lo stato ossidativo-antiossidante; per la maggior parte dei
pazienti si ¢ ottenuto un punteggio lieve e tale score risulta correlato all'assenza
di terapia biologica. Questo dato potrebbe essere piu preciso aggiungendo altri

biomarcatori ossidativi nella valutazione del punteggio ossidativo totale.
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Nell’interpretazione dei nostri dati vanno tenute in considerazione alcune
limitazioni presenti nel nostro studio: la ridotta dimensione campionaria, riferita
soprattutto al gruppo di controllo, e 1’esiguo numero di misurazioni effettuate in
pazienti in fase attiva (moderata/severa) di malattia e all’esordio, che sono
necessarie per convalidare 1'i'mportanza dei marcatori di stress ossidativo in

ambito clinico.

Una seconda fase di studio, attualmente in corso in un sottogruppo di pazienti
IBD pediatrici, valutera 1'efficacia di un trattamento dietetico antiossidante di
12 settimane rispetto ad una dieta standard non solo sui biomarkers di stress

ossidativo, ma anche sull'indice di attivita della malattia.

Diversi studi scientifici hanno infatti dimostrato un miglioramento dello
squilibrio redox dopo I’associazione di una dieta antiossidante alla terapia

convenzionale [100].
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Capitolo VIII: CONCLUSIONI

I dati preliminari ottenuti da questo studio mostrano che la capacita
antiossidante totale, I'AOPP, il test ORAC e le attivita degli enzimi
antiossidanti sono significativamente alterati nei bambini con malattia
inflammatoria intestinale, ulteriore conferma che lo stress ossidativo ¢
coinvolto nella patogenesi e nella progressione del processo infiammatorio

sostenuto nelle IBD.

La riduzione della capacita antiossidante totale (TAC) pud essere una
conseguenza dello stato infiammatorio determinato dalla malattia ma potrebbe
anche essere interpretata come un fattore eziopatogenetico nello sviluppo delle

IBD.

Inoltre, 1 parametri ossidativi, in particolare AOPP e ORAC, potrebbero essere

utili biomarcatori per la diagnosi e il monitoraggio dei pazienti con IBD.

Uno studio prospettico pit ampio sulla popolazione pediatrica e adulta aiutera
a chiarire il loro valore patogenetico e prognostico per un approccio clinico

integrato.
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