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RESUMO 



Resumo 
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A doença de Crohn (DC) é uma doença crônica inflamatória que acomete o trato 

gastrointestinal (TGI) com repercussão sistêmica. Existe uma interação de 

agentes patogênicos, tais como a microbiota intestinal e a imunidade de mucosa 

em indivíduos geneticamente susceptíveis. DC é mediada por uma resposta T 

helper 1 (Th1). Atualmente, dietas compostas de proteínas de soro de leite bovino 

enriquecidas com TGF-  poderiam indicar uma alternativa para controlar a doença, 

já que não são uma opção invasiva, resultando em uma melhoria na qualidade de 

vida dos pacientes.  

Objetivos: Avaliar a influência da suplementação nutricional oral com proteínas de 

soro de leite bovino enriquecido com TGF-  durante 16 semanas, na resposta 

imune celular para o BCG em pacientes com DC.  

Métodos: Vinte e dois pacientes com DC que estavam em terapia anti-TNF-α e 

azatioprina participaram de um ensaio clínico, prospectivo, de intervenção 

nutricional com um concentrado de proteínas de soro de leite bovino enriquecido 

com TGF-  durante 16 semanas. Os grupos de comparação sem suplementação 

nutricional foram compostos por 10 pacientes com DC sob terapia com anti-TNF-α 

e azatioprina, 11 pacientes em uso apenas de azatioprina e 21 indivíduos normais 

como controle. A imunidade celular para o BCG foi caracterizada pela proliferação 

linfocitária (por citometria de fluxo) em cultura de células mononucleares de 

sangue periférico e a produção de citocinas (IFN- , TNF-  e IL-6, dosadas por 

ELISA) em sobrenadante de cultura. Foi realizada a fenotipagem de 

subpopulações de linfócitos T em sangue periférico e a dosagem de TGF- 2 e 

TGF- 3 em soro e plasma por ELISA.  

Resultados: Em pacientes com DC, a suplementação nutricional com um 

concentrado de proteínas de soro de leite bovino enriquecido com TGF-  

aumentou o percentual de linfócitos T em sangue periférico e a concentração de 

TGF- 2 no plasma, após as 16 semanas de intervenção. Os pacientes 

apresentaram proliferação de subpopulações de linfócitos T (CD4+, CD8+ e TCR  
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+) e a produção de IFN- , TNF-  e IL-6 BCG específicas, que não diferiram no 

início e no fim da suplementação nutricional. Com relação ao grupo controle 

normal, os três grupos de pacientes com DC apresentaram menor concentração 

de IFN-γ BCG específica. 

Conclusão: Assim, conclui-se que, uma dieta baseada em proteínas de soro de 

leite bovino enriquecido com TGF-β pode levar a uma imunomodulação sistêmica.
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Crohn's disease (CD) is a inflammatory chronic disease that affects the 

gastrointestinal tract with systemic repercussion. There is an interaction of 

pathogens such as enteric microbiota with mucosal immunity in genetically 

susceptible individuals. CD is mediated by a T-helper 1 (Th1) response. Currently 

diets containing bovine whey proteins enriched with TGF-  could indicate an 

alternative for controlling the disease. 

Objective: To investigate the influence of oral supplementation for 16 weeks with 

bovine whey proteins enriched with TGF-  on the BCG cellular immune response 

in patients with Crohn's disease. 

Methods: Twenty-two CD patients who were under anti-TNF-α and azathioprine 

therapy took part in a prospective, clinical trial of nutritional intervention with bovine 

whey proteins enriched with TGF-  for 16 weeks. As comparison groups without 

nutritional supplementation, 10 CD patients under anti-TNF-α and azathioprine 

therapy, 11 CD patients under taking just azathioprine and 21 health controls were 

selected. The cellular immunity to BCG was evaluated by lymphoproliferation (by 

flow cytometry) in peripheral blood mononuclear cell cultures and cytokine 

production (IFN- , TNF-  and IL-6, by ELISA) on supernatant cultures. 

Immunophenotyping of T cell subpopulations in peripheral blood and TGF- 2 and 

TGF- 3 plasma and serum levels were also evaluated in CD patients. 

Results: Nutritional supplementation with concentrated whey proteins enriched 

with TGF-  increased T lymphocyte percentage in peripheral blood and plasma 

TGF- 2 concentration after 16 weeks of intervention in DC patients. They showed 

BCG-specific proliferation of CD4+, CD8+ and TCRγδ+ T lymphocytes and IFN- , 

TNF-  and IL-6 production, which were not different between begin and end of the 

supplementation period. In relation to the healthy controls, all three groups of CD 

patients had lower BCG-specific IFN-  production.  

Conclusions:  Thus, it is concluded that a diet based on bovine whey proteins 

enriched with TGF-  can lead to a systemic immunomodulation.
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1.1. Doença Inflamatória Intestinal 

O termo doença inflamatória intestinal (DII) inclui um grupo de doenças, 

como a Doença de Crohn (DC) e a Retocolite Ulcerativa (RCU) de causa 

desconhecida, caracterizada pelo acometimento focal, assimétrico e transmural de 

qualquer parte do tubo digestivo, da boca ao ânus (1).  

 

1.2. A Doença de Crohn 

A Doença de Crohn (DC) é uma doença inflamatória crônica complexa, 

de etiologia desconhecida. É caracterizada por inflamação focal ou segmentar 

transmural que pode ocorrer em qualquer parte do trato gastrointestinal, com 

períodos de agudização e formação de granulomas. Esta inflamação transmural 

rompe a integridade da mucosa intestinal, favorecendo o desenvolvimento de 

abscessos e fístulas (2). A inflamação intestinal inicia-se e perpetua-se por meio 

de uma resposta imunológica a antígenos desconhecidos num hospedeiro 

geneticamente susceptível (3). Pode envolver, também, o sistema músculo-

esquelético, pele e olhos (4).  

É importante considerar que embora a DC possa afetar qualquer porção 

do trato digestivo, ela afeta o íleo e o ceco em 40% dos casos, o intestino delgado 

em 30% e o cólon em 25% dos casos (1).  

 

1.2.1. Epidemiologia 

 A DC pode ocorrer em qualquer idade, mas o maior número de casos 

surge, geralmente, na segunda e terceira década de vida, ocorrendo outro pico, 

embora menor, entre os 60 e 80 anos (5).  

A incidência da DC varia de acordo com as regiões geográficas, o que 

poderá sugerir a intervenção de fatores ambientais. Na Ásia e na América do Sul 
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as taxas de incidência são de 0,08 por 100.000 habitantes. Já nos EUA a 

incidência é de 7 para 100.000 habitantes. Não há predominância de sexo (6).  

No Brasil, são poucos os estudos sobre os aspectos epidemiológicos 

das DII. A maioria deles apenas descreve as características clínicas e a frequência 

de internação, sem qualquer referência à incidência e prevalência dessas doenças 

em termos de população. Dados recentes mostram que as internações devido às 

DII têm se tornado mais frequentes, com predomínio de DC em comparação com 

RCU (7,  8).  

 

1.2.2. Etiologia e Patogênese 

Sua etiologia ainda não está definida, mas acredita-se que os 

resultados de uma inflamação inapropriada e uma ativação crônica do sistema 

imune da mucosa (inata e adaptativa) em um hospedeiro geneticamente suscetível, 

e a microflora entérica desempenham um papel central no início e na manutenção 

da doença (9).  

Quatro hipóteses têm sido propostas para explicar essa etiologia 

desconhecida:  

 Desequilíbrio dos sistemas imunes inato e adaptativo: Estudos in 

vitro e in vivo sugerem que a DC pode ser desencadeada por uma disfunção de 

componentes do sistema imune inato como neutrófilos, monócitos e células 

dendríticas (CD), (10). Da mesma maneira que na ativação do sistema inato, a 

ativação do sistema imune adaptativo resulta na produção de interleucinas (IL) que 

irão mediar a diferenciação, proliferação e apoptose de células T, B e macrófagos 

(11).  O sistema imune adaptativo desempenha um papel essencial na patogênese 

da DC. A natureza das respostas imunes e o tipo de citocinas produzidas 

determinam as características do processo inflamatório (12). 

 A DC é caracterizada por uma resposta anormal de células T do tipo T-

helper 1 (Th1). Há evidências de uma imunorregulação defeituosa na 
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diferenciação das células T CD4 para células Th1, principalmente de interleucina 

12 (IL-12) e interleucina 18 (IL-18) que estão elevadas na mucosa dos indivíduos 

com DC. Há, também, liberação de grandes quantidades de interferon-gama (IFN-

) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF- ) pelas células T CD4+ (13).  

É importante ressaltar que os padrões Th1 e Th2 tendem a uma inibição 

mútua. Novas subpopulações de células T efetoras são conhecidas como Treg e a 

mais recente subpopulação Th identificada, distinta de Th0, Th1 e Th2 é a 

chamada Th17, que representa uma nova subpopulação de TCD4+, a qual 

protege contra agentes extracelulares e são responsáveis por doença autoimune 

em camundongos. Foi demonstrada que a presença de Th17 no intestino de 

indivíduos com DC é capaz de cooperar com o linfócito B, apresentando baixa 

citotoxicidade e susceptibilidade para regulação (14).  

É provável que as bactérias da microbiota intestinal de indivíduos 

geneticamente susceptíveis à DC sejam as responsáveis pela indução deste 

desequilíbrio na secreção de interleucinas (15). Na DC, os macrófagos e as CD 

não só estão aumentados em número, como também expressam de forma 

exagerada toll like 2 (TLR2) e toll like 4 (TLR4), moléculas co-estimuladoras 

produzindo citocinas pró-inflamatórias como IL-12 e IL-6, com a consequente 

ativação de células Th1 (16). Além disso, as CD produzem menos IL-10, o que 

diminui as respostas reguladoras (17).  

 Defeitos na função de barreira da mucosa intestinal: No intestino, 

o sistema imune da mucosa deve manter a capacidade de tolerância às bactérias 

comensais e aos alimentos, mas também desenvolver respostas de defesa 

perante os agentes patogênicos (12). 

 A microbiota intestinal normal e o sistema imune associado à mucosa 

representam a primeira linha de defesa contra vários patógenos. A microbiota ativa 

a imunidade inata e a resposta imune adaptativa, além de modular as reações de 

hipersensibilidade. Após o reconhecimento e apresentação do antígeno ocorre a 

construção de uma resposta imune, a qual poderá ter papel na proteção, na 
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tolerância ou na doença (17). 

As células epiteliais atuam como uma barreira inicial na prevenção de 

penetração de antígenos na mucosa intestinal. Defeitos nesta barreira epitelial do 

sistema imune da mucosa de indivíduos com DC são caracterizados por 

diminuição da integridade epitelial, da permeabilidade e da composição anormal 

de muco podendo resultar na elevada produção de citocinas pró-inflamatórias 

como TNF-  e IL-1- , (18). Há maior expressão de IL-12, TNF-  e IFN-  na 

mucosa intestinal, e nas áreas de inflamação aguda há elevada taxa de apoptose 

das células epiteliais e aumento da proliferação das células nas criptas.  Algumas 

interleucinas como IL-4, IL-10 e fator transformador de crescimento beta (TGF- ), 

têm efeitos antiinflamatórios (19). 

 Disbiose da microbiota comensal: Ocorre uma alteração no 

equilíbrio entre os microrganismos protetores e os agentes patogênicos da 

microbiota intestinal, o que resulta numa inflamação intestinal crônica em 

indivíduos geneticamente susceptíveis (20).  

 Infecção por bactérias persistentes: As semelhanças entre DC e 

algumas formas de enterocolite são propostas como evidência para a etiologia da 

DC. O que inclui algumas espécies microbianas como: Pseudomonas maltophilia, 

Mycobacterium kansasii, Chlamydia trachomatis, Bacteroides fragilis, Listeria 

monocytogenes, Escherichia coli (E. coli) e Mycobacterium avium subespécie 

paratuberculosis (MAP), (21).  

O MAP é o agente que mais têm sido alvo de investigações no sentido 

de se estabelecer alguma relação com a DC. É uma micobactéria atípica, que 

causa a doença de Johne’s, uma infecção sistêmica e uma inflamação crônica do 

intestino que afeta ruminantes e outros animais, e que é muito semelhante à DC. 

Mas os resultados dos estudos realizados ainda são controversos (22).  

A E.coli é uma bactéria gram-negativa com importantes funções na 

manutenção da homeostasia intestinal, mas, que raramente causa doença. No 
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entanto, existem algumas cepas patogênicas que têm a capacidade de 

desencadear respostas inflamatórias exacerbadas. Essas bactérias patogênicas 

têm a capacidade de ultrapassar a barreira do epitélio intestinal e multiplicar-se no 

interior dos macrófagos induzindo a produção de TNF-  e IFN- , podendo estar 

envolvidas, também, na formação de granulomas (23). 

 

1.2.3. A genética e a DC 

Vários loci de suscetibilidade para DC já foram identificados e o mais 

forte é o CARD15. Contudo, polimorfismos ocorrem em apenas 40% dos 

pacientes (aqueles com doença no íleo) e em 15% dos indivíduos sadios (20).  

O gene NOD2/CARD15 foi o primeiro gene que se descobriu 

relacionado a DC. Ele codifica a proteína citoplasmática NOD2, expressa nos 

macrófagos, neutrófilos, linfócitos B e T, CD, células de Paneth e nas células 

epiteliais intestinais (CEI) que reconhece o dipeptídeo muramil (MDP), 

componente do peptideoglicano da parede de bactérias gram-positivas e 

negativas. O receptor citoplasmático NOD2 está expresso, principalmente, em 

fagócitos mononucleares da luz intestinal. A ligação de MDP com o NOD2 ativa a 

transcrição do fator nuclear de ativação κB (NFκB) levando a transcrição de genes 

de citocinas pró-inflamatórias (24).  

Esse gene é responsável pela expressão de várias moléculas 

protetoras essenciais para uma eficaz eliminação bacteriana: as defensinas (24). 

Produzidas pelas células de Paneth (um tipo de CEI especializadas), as 

defensinas são péptidos antibióticos naturais que representam um importante 

mecanismo de defesa da imunidade inata, sendo que eliminam rapidamente os 

microorganismos, ajudando a prevenir a invasão bacteriana da mucosa intestinal e 

mantendo uma homeostasia no local (24). As mutações no gene NOD2/CARD15 

estão presentes em até 30% dos indivíduos com DC (25). Os portadores 

heterozigóticos têm o risco aumentado de doença de cerca de 2-4 vezes e os 
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homozigóticos de cerca de 20-40 vezes (25).  

As mutações podem levar a consequências como a diminuição do 

reconhecimento bacteriano e da produção de citocinas como IL-1 e de quimiocinas 

como a IL-8, o que pode resultar no defeito da eliminação de bactérias invasoras e 

aumento das infecções (26).  Pode ocorrer, também, a diminuição de citocinas 

antiinflamatórias como a IL-10 pelas CD e consequente perda de respostas 

imunes reguladoras, o que poderia resultar em respostas inflamatórias exageradas 

(25). 

Os TLRs constituem uma família de cerca de onze receptores 

transmembranares, sendo expressos na superfície dos monócitos, macrófagos, 

CD e CEI (26).  São proteínas de reconhecimento do sistema imune inato da 

mucosa, que reconhecem diferentes classes de produtos microbianos, atuando na 

homeostasia intestinal e no controle de infecções por meio da ativação do NF- B 

(27). 

A interação das bactérias comensais com os TLR2 e TLR4 contribui 

para a manutenção da integridade da barreira epitelial por meio da produção de 

IL-6 e TNF- , apesar dessas citocinas estarem associadas com o 

desencadeamento de mecanismos inflamatórios, também desempenham um 

papel protetor (28).  

 

1.2.4. Características Clínicas 

DC engloba um espectro de padrões clínicos e patológicos e pode ser 

manifestada por acometimento focal, assimétrico, transmural e, ocasionalmente, 

inflamação granulomatosa que acomete o trato gastrointestinal, com o potencial 

de complicações sistêmicas ou extraintestinais (1). Quando a doença está ativa, o 

paciente pode apresentar fraqueza, palidez, febre, fadiga, com aparência de 

doença crônica. A diarreia está presente na maioria dos casos, mas a gravidade é 

dependente do local anatômico e do processo da doença (1). 
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Uma das manifestações extraintestinais mais comum é a artrite. Os dois 

tipos de envolvimento articular incluem artrite periférica e espondilite anquilosante. 

A artrite periférica afeta as grandes articulações como joelhos, tornozelos, 

cotovelos e quadris. A espondilite anquilosante afeta a coluna vertebral e pode 

apresentar-se com rigidez matinal, postura curvada e dor lombar (29). Podem 

ocorrer complicações oculares (uveíte, ceratopatia, episclerite e olhos secos) 

decorrentes do processo inflamatório ou do tratamento da doença com 

corticosteroides (30).   

 

1.2.5. Tratamentos utilizados na DC   

O tratamento da doença de Crohn é definido segundo sua localização, 

grau de atividade e complicações. As opções são individualizadas de acordo com 

a resposta sintomática e a tolerância ao tratamento. Definir o grau de atividade é 

complicado devido à multiplicidade de sintomas possíveis. O Índice de Atividade 

da Doença (IADC) também pode ser utilizado para classificar os pacientes de 

acordo com a intensidade de atividade inflamatória (31): 

 em remissão: pacientes com IADC abaixo de 150; 

 doença leve a moderada: IADC entre 150-219; 

 doença moderada a grave: IADC entre 220-450; 

 doença grave a fulminante: IADC acima de 450. 

Na DC são utilizados tratamentos farmacológicos que incluem os 

aminossalicilatos, antibióticos, corticosteroides e outros imunossupressores, e 

tratamento cirúrgico que tem por objetivo diminuir os sintomas da fase aguda e 

manter a remissão clínica da doença (32).   

A escolha dos fármacos depende da gravidade e localização da 

doença, dos seus efeitos secundários, se pretende-se induzir uma remissão ou se 
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é necessária uma terapêutica de manutenção, de aspectos emocionais e sociais, 

e da eficácia comprovada e perfil de segurança dos fármacos (3). Ainda há casos 

que não respondem totalmente a estas terapêuticas, que são utilizadas como 

primeira linha na DC com atividade leve. Por outro lado os imunossupressores, 

terapia biológica e corticoides sistêmicos estão reservados para os casos de 

atividade moderada a grave (3).  

 Aminossalicilatos: São utilizados a sulfasalazina e a mesalazina na 

DC com atividade leve. Estes fármacos têm efeito antiinflamatório. O agente 5-

ASA é funcionalmente ativo, bloqueando a produção de prostaglandinas e 

leucotrienos, inibindo o peptídeo bacteriano capaz de induzir a quimiotaxia dos 

neutrófilos e a secreção de adenosina induzida, que retira os metabólicos reativos 

do oxigênio e inibe a ativação do NF- B (33).   

 Corticosteroides: São utilizados quando o 5-ASA se mostra 

ineficiente. Eles, geralmente, agem pelas mesmas propriedades funcionais 

relativas dos processos inflamatórios. Parecem controlar a doença de uma 

maneira complexa, o que pode incluir a modulação de fosfolipase A, IL-1, TNF- , 

molécula-1 de aderência aos leucócitos endoteliais (ELAM-1) e molécula-1 de 

aderência intercelular (ICAM-1) e a lise dos linfócitos e dos eosinófilos (34).  

 Antibioticos: São utilizados na indução da remissão e na manutenção 

da DC, visto o papel das bactérias na patogênese da DC. Os fármacos geralmente 

utilizados são o metronidazol e a ciprofloxacina, que atuam nos microrganismos 

gram-negativos, impedindo o crescimento bacteriano (35).   

 Imunossupressores: Os mais utilizados são a azatioprina (AZA) e 

seu metabólito ativo 6-mercaptopurina (6-MP) e o metotrexate (MTX). A AZA e a 

6-MP são membros da classe das tiopurinas, com início de ação lento (cerca de 3 

meses), mas com eficácia demonstrada no tratamento da DC (36). Eles interferem 

na síntese de ácidos nucleicos, têm efeitos anti-proliferativos nos linfócitos 

induzindo a apoptose dessas células (37). A AZA e a 6-MP apresentam um 

conjunto de efeitos secundários que podem ser dose-dependentes, associados à 
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produção de metabólitos potencialmente tóxicos ocasionando mal-estar, naúseas, 

complicações infecciosas, hepatite e mielossupressão, mas que podem ser 

diminuídos com a redução da dose ou suspensão do medicamento. Seus efeitos 

dose-independentes são: febre, rash e artralgias. A utilização destes agentes 

poderá estar associada a um risco de cerca de quatro vezes de desenvolver 

linfoma, em comparação com a população geral, o que poderá ser explicado pela 

leucopenia prolongada (36).  

O MTX é um antagonista do ácido fólico e inibidor da diidrofolato 

redutase, o que ocasiona diminuição da síntese do ácido desoxiribonucleico. Tem 

propriedades antiinflamatórias, incluindo a diminuição de citocinas e na apoptose 

dos linfócitos (32). É utilizado como alternativa às tiopurinas no tratamento da DC 

em pacientes corticodependentes. É usado para indução da remissão da DC 

moderada a grave (32).    

O tratamento cirúrgico está indicado nas obstruções, complicações 

supurativas e doença refratária ao tratamento clínico, ou quando sintomas graves 

persistem, mesmo após tratamento intensivo com drogas antiinflamatórias ou 

imunossupressoras (38).  

 

1.2.6. Terapia Biológica: Anti-TNF-αααα 

O TNF-  é uma citocina pró-inflamatória fundamental na patogênese 

da DC. É produzido, pela primeira vez, como uma proteína transmembrana 26-

kDa com uma cauda intracelular, que é clivada pela metaloproteinase, a ser 

secretada como uma proteína solúvel de 17-kDa. Atua na ativação de macrófagos 

e linfócitos T, entre outras células, induzindo outras citocinas pró-inflamatórias, 

como a IL-1 e IL-6, aumentando a migração de leucócitos e induzindo a expressão 

de moléculas de adesão por 

células endoteliais e leucócitos. O TNF-  inibe a apoptose de células inflamatórias. 
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Na lâmina própria do intestino de pacientes com DC encontra-se grande 

quantidade de TNF-  (39, 40). 

É recente o desenvolvimento de anticorpo monoclonal anti-TNF-  da 

subclasse IgG1, que tem na sua composição 75% de IgG humana e 25% de 

origem murina, com porção Fab de reconhecimento antigênico e  associado com 

reações de hipersensibilidade e à perda de resposta ao fármaco de aplicação 

intravenosa (41). É indicado na DC refrátaria e fistulizante para redução dos 

sintomas e manutenção da remissão da doença.   

Para induzir a manutenção recomenda-se uma dose de 5 mg/kg para 

indução a 0, 2 e 6 semanas, seguida por um regime de manutenção 

de 5 mg/kg a cada 8 semanas para o tratamento da DC moderada a grave ou 

fistulizante. Para os pacientes que respondem e depois perdem sua 

resposta, deve ser estudada a possibilidade para o tratamento com 10 mg/kg. Os 

pacientes que não respondem por 14 semanas não são susceptíveis de reagir 

com a administração continuada e deve considerar-se a interrupção de seu uso 

(41). 

O principal efeito do anti-TNF-  é o desaparecimento de  

células inflamatórias da mucosa intestinal previamente inflamada, com indução da 

apoptose de células T. A lâmina própria de pacientes com doença de Crohn é 

resistente à apoptose (41).   

A neutralização do TNF-α livre impede a interação com seu receptor de 

membrana celular, enquanto que a sua ligação ao receptor induz a ativação do 

complemento, a citólise das células inflamatórias e apoptose das células T - 

ativadas (42). 

A terapêutica com anti-TNF-α pode resultar na formação de anticorpos 

contra o anti-TNF-α. A presença destes anticorpos tem sido associada a reações à 

infusão de 6,9 a 19 por cento dos pacientes. Estes anticorpos também podem ter 

reduzida a duração do efeito dos tratamentos repetidos com esse fármaco (43, 44).  
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Mais recentemente, está disponível em nosso meio anticorpo 

monoclonal anti TNF-  com 100% de IgG humana. Até hoje é o único produto 

biológico aprovado para o tratamento da doença de Crohn nos pacientes 

refratários às terapêuticas convencionais (42). 

 

1.3. Imunomodulação por meio da Proteína do Soro do Leite Bovino 

1.3.1. Propriedades das proteínas do soro do leite bovino 

As proteínas do soro do leite não são coaguladas por ácido e são 

resistentes à ação da quimosina. Constituem 20% do total das proteínas lácteas 

bovinas e possuem o potencial de serem transformadas em ingredientes 

imunomoduladores para alimentos funcionais (45). São altamente digeríveis e 

rapidamente absorvidas pelo organismo, o que as torna de grande utilidade para 

situações de estresse metabólico (46, 47). As principais proteínas do soro de leite 

bovino são a -lactoglobulina, -lactalbumina, albumina bovina sérica, lactoferrina, 

imunoglobulinas, lisozima, lactoperoxidase e glicomacropeptídeo.  

 A β-lactoglobulina: é uma proteína globular de massa molecular de 

18,3 kDa, que corresponde a, aproximadamente, 50% do conteúdo proteico do 

soro. Apesar de se conhecer muito sobre a estrutura e a funcionalidade da β-

lactoglobulina, pouco se conhece sobre seu papel fisiológico. Foi descrito proteção 

pelo papel antioxidante presente no grupo tiol da proteína (48, 49).  

 A α-lactalbumina: é uma metaloproteína de 14,1 kDa, que representa 

entre 20 a 25% das proteínas do soro. É rica em lisina, leucina, treonina, triptofano 

e cistina. Sua principal atividade biológica é a de modular a síntese de lactose na 

glândula mamária (48, 49). 

 A albumina bovina sérica (BSA): é uma proteína globular de 66,2 

kDa, que representa, aproximadamente, 10 a 15% das proteínas do soro. Sabe-se 

que é fonte de aminoácidos essenciais, porém pouco se sabe sobre suas 
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potenciais funções fisiológicas (48, 49). 

 A lactoferrina: é uma glicoproteína ligadora de ferro com 86,1 kDa. 

Corresponde entre 1 a 2% das proteínas do soro. É um antioxidante não 

enzimático encontrado tanto no soro do leite quanto no colostro (48). No intestino 

exerce função imunoestimulatória e age como fator de crescimento e maturação 

dos enterócitos (50). 

  As imunoglobulinas: são uma família de proteínas de elevado peso 

molecular que apresentam propriedades físicas, químicas e imunológicas diversas. 

Aparecem em elevada concentração no colostro e transmitem imunidade passiva 

aos recém-nascidos. As imunoglobulinas encontradas no soro de leite são a IgG 

(aproximadamente 160 kDa), IgA (aproximadamente 400 kDa) e IgM 

(aproximadamente 900 kDa) (48). 

 A lisozima: é uma enzima anti-microbiana, de 15 kDa, encontrada no 

colostro e leite humano e bovino.  Tem ação antimicrobiana e possui efeito 

sinérgico com imunoglobulinas e lactoferrina (51, 52).  

 A lactoperoxidase: é uma hemoproteína com massa molecular de 77 

kDa, representa de 0,5 a 1,0% das proteínas do soro de leite. Na presença de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) catalisa a oxidação do tiocianato (SCN2) gerando 

um produto intermediário com propriedades antimicrobianas, principalmente contra 

Salmonella e Streptococcus patogênicos (52, 48, 49). 

 O glicomacropeptídeo (GMP): é derivado da precipitação enzimática, 

por ação da quimosina, da kappa-caseína (κ-caseína), representa entre 10 a 15% 

das proteínas do soro. Tem propriedades antimicrobiana, antiviral e bifidogênica 

(49). 

As proteínas do soro do leite possuem atividade imunomoduladora, 

antimicrobiana, antiviral, anticâncer e antiúlcera. Elas estão associadas aos efeitos 

prebióticos, promoção de restauração de tecidos, manutenção da integridade 

intestinal, destruição de patógenos e eliminação de toxinas (53).  
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As proteínas são essenciais para estrutura e funções celulares tais 

como: catalítica (enzimas), motilidade (actina, miosina), mecânica (elastina, 

colágeno), transporte e armazemamento (hemoglobina, mioglobina, citocromos), 

proteção (anticorpos) e regulação (hormônios, interleucinas) (54).  

Os concentrados de proteína de soro de leite e os isolados de proteína 

de soro, geralmente, contêm uma concentração de cisteína pelo menos quatro 

vezes maior do que outras proteínas de alta qualidade, e isso produz uma melhora 

da resposta imune (55). 

Os possíveis mecanismos estimulatórios das proteínas sobre o sistema 

imune parecem estar relacionados com sua estrutura primária rica em 

aminoácidos sulfurados, cisteína e grupamentos glutamil-cisteína, precursores da 

síntese da glutationa (GSH). Ela é sintetizada no interior das células a partir de 

glutamato, glicina e cisteína, sendo essa última, essencial para manter alto os 

níveis de GSH nas células, promovendo assim a proliferação de células T (54). 

O GSH é um tripeptídeo (γ-glutamil-cistinil-glicina) hidrossolúvel de vital 

importância na proteção celular contra estresse oxidativo. Possui ação direta como 

antioxidante na remoção dos peróxidos produzidos durante o metabolismo de 

toxinas exógenas. Além disso, mantém outros antioxidantes celulares nas suas 

formas reduzidas e algumas enzimas antioxidantes nos seus estados reduzidos e 

ativos (56, 57). Níveis de GSH em células apresentadoras de antígeno 

desempenham um papel na direção da resposta para um padrão do tipo Th1 ou 

“T-helper 2 (Th2)“ (58). 

Há poucos estudos clínicos que demonstram a ação das proteínas do 

soro de leite sobre o sistema imune. A ingestão de um concentrado de proteínas 

do soro de leite nativas (20g/dia) durante 3 meses, por adultos jovens com fibrose 

cística, resultou em aumento de 46,6% da GSH linfocitária (59). Em adultos 

infectados pelo vírus da imunodeficiência humana 1 (HIV-1) a ingestão de 

concentrado de proteínas de soro do leite nativas (45g/dia) aumentou 

significativamente a GSH plasmática em 15 dias e esse efeito se manteve após 6 
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meses de ingestão (60). Em crianças com AIDS, a ingestão de concentrado 

proteico de soro de leite nativo aumentou a GSH nos linfócitos após 6 meses, e 

nos eritrócitos, após 4 meses, além de diminuir a morbidade relacionada à doença 

(61, 62).  

O desequilíbrio do sistema imune associado à mucosa intestinal leva à 

inflamação crônica que têm como consequência a destruição do epitélio intestinal 

e graves anormalidades funcionais, como perda da capacidade de absorção e 

secreção exagerada de eletrólitos e fluidos intestinais. Nesse contexto, os 

indivíduos com Doença de Crohn podem apresentar desnutrição grave (63). As 

crianças e adolescentes podem desenvolver deficiência de crescimento, com 

retardo da maturação esquelética e da puberdade (64). Para indução e 

manutenção da remissão da doença são necessários um tratamento clínico e 

nutricional adequado para garantir melhora do crescimento e da altura final da 

criança (64). Os nutrientes imonumoduladores ou alimentos funcionais 

apresentam perspectivas promissoras nas suas propriedades farmacológicas de 

modular a inflamação, mantendo a integridade da mucosa intestinal, melhorando o 

estado clínico e o estado nutricional destes pacientes (63). 

 

1.4. Propriedades do TGF-  

Leite humano e bovino contém o fator transformador do crescimento  

(TGF- ), polipeptídio multifuncional com importante papel no desenvolvimento da 

tolerância e prevenção da auto-imunidade (65). Existem três isoformas (TGF-  1, 

2 e 3) e três receptores (I, II e III) (66).  

TGF-  é uma citocina reguladora, produzida por células T e macrófagos, 

com propriedades antiinflamatórias e de regulação da resposta imune (67). Possui 

ação sobre o crescimento e a diferenciação celular. Durante uma doença, atua em 

conjunto com o derivado de plaquetas para estimular a proliferação celular e a 

produção de matriz extracelular para, dessa maneira, reparar os danos (66). Pode 
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agir de forma autócrina e parácrina, controlando a diferenciação, proliferação e 

ativação de linfócitos, macrófagos e células dendríticas e, como tal, desempenha 

papel fundamental nos mecanismos de tolerância, para a prevenção de 

autoimunidade e atividade antiinflamatória (68). 

 Além disso, pode antagonizar citocinas pró-inflamatórias, tais como IFN-  e TNF- , 

o que ocasiona reparação de tecidos lesados, bem como modular a expressão de 

MHC classe II (69). 

Sua deficiência está relacionada com doença inflamatória intestinal. A 

administração de uma dieta rica em TGF-  pode ajudar na remissão clínica da 

doença de Crohn e melhora das lesões intestinais (70, 71). 
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2.1. Objetivo Geral 

  

Caracterizar a resposta imune celular para o BCG em pacientes com 

Doença de Crohn e os efeitos de um concentrado de proteínas de soro de leite 

bovino enriquecido com TGF-  sobre essa resposta. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

Comparar a resposta imune celular para o BCG entre indivíduos 

portadores da Doença de Crohn examinando: 

• a proliferação de linfócitos T de sangue periférico para a vacina BCG 

e estimulados com o mitógeno PHA; 

• a  produção de TNF-  , IFN- , IL-6 em sobrenadante de cultura de 

células mononucleares de sangue periférico; 

• A concentração de TGF- 2 e TGF- 3 no soro e plasma; 

 
Comparar a resposta imune celular para o BCG entre indivíduos 

portadores da Doença de Crohn e indivíduos normais examinando: 

• a proliferação de linfócitos T de sangue periférico para a vacina BCG 

e estimulados com o mitógeno PHA; 

• a  produção de TNF-  , IFN- , em sobrenadante de cultura de 

células mononucleares de sangue periférico.
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3.1. Delineamento do Estudo  

 

Ensaio clínico prospectivo de intervenção nutricional com um 

concentrado de proteínas do soro de leite bovino enriquecido com TGF-  com 

duração de 16 semanas.  

Foram realizadas três avaliações imunológicas para o grupo de 

intervenção nutricional (IN), (azatioprina + anti-TNF-α + suplemento) durante o 

ensaio:  

• no início: antes do início da suplementação, imediatamente antes da 

infusão do anti-TNF-α;  

• 8 semanas após o início da suplementação, imediatamente antes da 

infusão do anti-TNF-α; 

• ao final das 16 semanas de suplementação alimentar. 

Foram realizadas duas avaliações imunológicas para o grupo 

comparação I (CI), (azatioprina + anti-TNF-α) durante o ensaio: 

• no início, imediatamente antes da infusão do anti-TNF-α;  

• ao final das 16 semanas de acompanhamento. 

 

Foi realizada uma avaliação imunológica para o grupo comparação II 

(CII), (azatioprina) durante o ensaio. 
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3.2. População  

Inicialmente, foram selecionados 50 indivíduos com Doença de Crohn, 

sob seguimento clínico no Ambulatório de Doenças Inflamatórias Intestinais do 

Gastrocentro da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), (Campinas, 

São Paulo, Brasil).  

O grupo de Intervenção Nutricional (IN) (azatioprina + anti-TNF-α + 

suplemento) foi constituído por 22 pacientes com Doença de Crohn que 

receberam o concentrado de proteínas do soro de leite bovino enriquecido com 

TGF- . Os critérios de inclusão dos pacientes foram: 

 

 

•  Pacientes de ambos os sexos; 

•  Estar sob terapia intravenosa com anti-TNF-α a cada 2 meses; 

•  Azatioprina via oral diariamente; 

•  Apresentar acometimento no delgado;  

•  Não fumante; 

•  Não droga adito; 

•  Não estar usando outros medicamentos;  

•  Ter boa adesão ao seguimento clínico ambulatorial. 

 

Os critérios de exclusão foram:  

Pacientes que, por algum motivo, não completaram as 16 semanas de 

suplementação alimentar. 
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O grupo Comparação I (CI) (azatioprina + anti-TNF-α) foi constituído de 10 

pacientes com Doença de Crohn com os mesmos critérios de inclusão 

estabelecidos para o grupo de intervenção nutricional. 

O grupo Comparação II (CII) (azatioprina) foi constituído de 11 pacientes 

com Doença de Crohn com os seguintes critérios de inclusão foram: 

 

•  Pacientes de ambos os sexos; 

•  Azatioprina via oral diariamente; 

•  Não estar sob terapia intravenosa com anti-TNF-α; 

•  Não fumante; 

•  Não droga adito; 

•  Não estar usando outros medicamentos;  

•  Ter boa adesão ao seguimento clínico ambulatorial. 

 

Os critérios de exclusão foram:  

Pacientes que, por algum motivo, não contemplassem os critérios de 

inclusão. 

Para comparação com os pacientes com Doença de Crohn, foi utilizado 

o grupo de Controles Normais do laboratório, que continha 21 indivíduos normais.  
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3.3. Suplemento Alimentar 

O suplemento contendo um concentrado de proteínas do soro de leite 

bovino enriquecido com TGF-  foi produzido e gentilmente doado pela HILMAR 

CHEESE COMPANY, 9001. North Lander Avenue Hilmar, Califórnia 95324 USA.  

Para determinar a composição centesimal do concentrado de proteínas 

de soro de leite bovino enriquecido com TGF-β, foram utilizados os procedimentos 

descritos no AOAC (72) (umidade, sólidos totais, cinzas e proteína) e o método 

descrito por BLIGH e DYER (73) para a determinação de lipídios totais.  

Para caracterizar o perfil de aminoácidos do concentrado de proteínas 

de soro de leite bovino enriquecido com TGF-β foi utilizado o método de 

Spackman (74). E para determinar o perfil eletroforético o método de Laemmli (75). 

A composição centesimal, o perfil de aminoácidos e a eletroforese do 

suplemento alimentar, encontram-se nas Tabelas 1 e 2 e na Figura 1 

respectivamente.  

O suplemento foi devidamente pesado, embalado em sachês laminados 

(Hembapack, São Paulo-SP) protegidos da luz e umidade e, posteriormente, 

selados com retirada total do ar. Cada sachê continha 15 gramas do concentrado 

de proteínas de soro de leite bovino.   

Após essa etapa, os sachês foram irradiados com raios gama na dosagem 

de 10 Kgy pela Empresa Brasileira de Radiações LTDA (EMBRARAD), Av. 

Cruzada Bandeirante 290, Cotia-SP.  

Para garantir a qualidade microbiológica dos suplementos foi realizada 

análise microbiológica em dois momentos (antes do acondicionamento em sachês 

e após a irradiação) pelo Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), Av. Brasil 

2800, Campinas-SP. O laudo emitido pelo ITAL encontra-se nos Anexos 8.1 e 8.2.  
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Tabela 1: Composição centesimal do Concentrado de Proteínas de Soro de Leite 
Bovino enriquecido com TGF-β, fornecido ao Grupo de Intervenção Nutricional de 
pacientes com Doença de Crohn. 

Componentes   (%) 

Proteína (N x F)1 68,85 ± 0,58 

Proteína (base seca) 73,5 

Lipídios totais  13,98 ± 0,50 

Cinzas 4,26 ± 0,02 

Umidade 6,33 ± 0,09 

Carboidrato2 6,58 

Fonte: (76); 1Fonte: Concentrado de Proteínas de Soro de Leite Bovino enriquecido com TGF-β= 

6,38; 2 Calculado por diferença = 100 – (proteína + lipídios totais + cinzas + umidade). Resultados 

são média de 3 determinações analíticas.  

 

Tabela 2: Perfil de aminoácidos do Concentrado de Proteínas de Soro de Leite 
Bovino enriquecido com TGF-β, fornecido ao Grupo de Intervenção Nutricional de 
pacientes com Doença de Crohn. 

Aminoácidos  Percentual do total de aminoácidos 

Essenciais  

Histidina 1.9 

Isoleucina 5.8 

Leucina 10.3 

Lisina 8.6 

Metionina 3.1 

Cistina 2.3 

Fenilalanina 3.5 

Tirosina 3.2 

Triptofano ND 

Valina 5.3 

Treonina 6.3 

Não-essenciais  

Alanina 5.0 

Arginina 3.3 

Ácido Aspártico 10.9 

Ácido Glutâmico 16.9 

Glicina 2.1 

Prolina 5.9 

Serina 5.5 
Fonte: (76); ND: não determinado. Os resultados são valores médios para a determinação de duas amostras independentes. 
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Figura 1: Perfil Eletroforético de diversas Proteínas de Soro de Leite Bovino.   

Padrão da massa molar de Pharmacia (14.4 - 94 kD). S-1, Concentrado de 

Proteína de Soro de Leite Bovino comercial; S-2, Concentrado de Proteína de 

Soro de Leite Bovino comercial; S-3, Concentrado de Proteína de Soro de Leite 

Bovino experimental (TGF-β e Lactoferrina); S-4, Isolado de Proteína de Soro de 

Leite Bovino comercial; S-5, Isolado de Proteína de Soro de Leite Bovino 

experimental. 

Fonte: (76) 
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3.4. Suplementação Alimentar 

O suplemento alimentar foi administrado ao longo de 16 semanas e 

recomendado para ser ingerido duas vezes ao dia (30 gramas ao dia), no 

desjejum e na ceia. Os pacientes foram cuidadosamente orientados quanto à 

diluição (1 sache diluído em água ou suco não ácido de sua preferência) e o 

preparo (não sendo recomendado bater em liquidificador e nem diluir em água 

quente).  

A oferta do concentrado de proteínas do soro de leite bovino 

enriquecido com TGF- β baseou-se no seu conteúdo proteico, o que caracterizava 

50% da recomendação de proteínas propostas pelo Recomended Dietary 

Allowances (RDA, 1989). 

Caso algum paciente apresentasse qualquer manifestação de 

intolerância gastrointestinal ou alérgica, a suplementação foi imediatamente 

interrompida. 

 

3.5. Avaliação Imunológica 

3.5.1. Coleta das Amostras Biológicas 

Foram coletados 30mL de sangue venoso periférico por técnicas 

padrão em tubos adequados para cada procedimento realizado, no período da 

manhã, imediatamente antes da infusão do anti-TNF- . 
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3.5.2. Fenotipagem dos Linfócitos T  

Foi realizada a partir de 500 L de sangue periférico total coletado em 

frasco com EDTA (Vacuette, Brasil).  

Primeiramente, 100 L de sangue total foram incubados com anticorpos 

monoclonais de camundongo anti-CD3-PC5, anti-CD4-RD1, anti-CD8-FITC 

(Beckman-Coulter, EUA) por 20 minutos a 4°C, protegidos da luz. A seguir, as 

hemáceas foram lisadas com uma solução de cloreto de amônio (NH4Cl 0,15M, 

KHCO3 10mM e EDTA 4Na 37mg/L). Após lavagem com tampão de lavagem 

(PBS acrescido de 1% de soro bovino fetal inativado pelo calor e 0,1% de azida 

sódica), as células foram ressuspendidas no mesmo tampão e a leitura foi 

realizada em citômetro de fluxo Coulter XL-MCL (Beckman-Coulter, EUA). 

Foram adquiridos no mínimo 10.000 eventos para posterior análise no 

programa computacional EXPO 1.0 (Beckman-Coulter, Flórida, EUA), conforme 

descrito na Figura 2.  
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Figura 2: Figura representativa da análise, por citometria de fluxo, da fenotipagem 

dos linfócitos T de sangue periférico dos pacientes com Doença de Crohn. Os 

eventos foram analisados por tamanho e complexidade (FS e SS) (A) e após a 

seleção das células CD3+ (B), e, as subpopulações de linfócitos T CD4+ (C) e T 

CD8+ (D) foram avaliadas.  

 

3.5.3. Proliferação Linfocitária 

O ensaio de proliferação foi realizado a partir de 18 mL de sangue total 

periférico coletado em tubo heparinizado (Vacuette, Brasil), modificado do 

protocolo de Gaines et al. (1996).  

A fitohemaglutinina (PHA), na concentração de 7,5 g/mL (Sigma, EUA), 

foi utilizada como controle positivo; o meio de cultura completo (meio RPMI 1640 

(Sigma, EUA), acrescido de 1% de glutamina (Sigma, EUA), 0,1% de gentamicina 

e 10% de soro AB humano (Sigma, EUA) inativado como controle negativo. A 

vacina de BCG Moreau Rio de Janeiro liofilizada (Instituto Butantan, SP, Brasil), 

após reconstituída com meio RPMI 1640, foi usada na concentração ótima de 5 x 

105 UFC/mL.  

As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram isoladas 

através da centrifugação com um gradiente de densidade, Ficoll-Hypaque 17-

1440-02 (Amersham Biosciences, EUA), por 20 minutos a 1800 rpm, com posterior 

lavagem e ressuspensão em meio de cultura completo RPMI.  

As células foram cultivadas na concentração de 1 x 106 células/mL em 

placas de poliestireno de 96 poços com fundo arredondado (Nunclon, NUNCTM, 

Dinamarca) em incubadora (CH-33M, Hitachi, Japão) a 37°C, em atmosfera de 5% 

de CO2
 durante seis dias.  

A suspensão de células recuperada, aproximadamente 1 mL, foi 
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incubada com 50 l de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 20mM por 15 

minutos, para desfazer possíveis agregados celulares e lavada com solução de 

lavagem (solução salina tamponada com fosfato, com 2% de soro bovino fetal 

(SBF) inativado pelo calor (Nutricell, SP, Brasil) e 0,1% de azida sódica) a 2200 

rpm à temperatura ambiente. 

Após o descarte do sobrenadante, a suspensão foi incubada com 20 L 

de imunoglobulina G humana (Bläusiegel, Alemanha), para bloquear os sítios Fc e, 

em seguida, incubada com anticorpos anti-CD3 (conjugado ao fluorocromo 

cooperativo ficoeritrina -PC5), anti-CD4 (conjugado a ficoeritrina - RD1), anti-CD8 

(conjugado a isotiocianato de fluoresceína - FITC) (Beckman Coulter, EUA) e anti-

CD3-PC5 (Beckman Coulter, EUA) e anti-TCR pan  (conjugado a ficoeritrina - 

PE) (Immunotech, Beckman Coulter, France), por 20 minutos, em ambiente escuro 

a 4oC.  

Após centrifugação com tampão de lavagem a 2200rpm, foi efetuada a 

leitura no citômetro de fluxo Coulter XL-MCL (Beckman-Coulter, EUA).  

A leitura das amostras foi realizada com aquisição de 25.000 a 40.000 

eventos. Os resultados obtidos foram armazenados em arquivos FCS II e 

posteriormente analisados com o auxílio do programa computacional EXPO 1.0 

(Beckman-Coulter, Flórida, EUA).  

Após estabelecer a região (gate) de células CD3+, os linfócitos 

pequenos (resting lymphocytes) e blásticos foram identificados por observação em 

forward (tamanho celular) e side light (complexidade interna) scatters. O esquema 

representativo de aquisição está demonstrado na Figura 3. 
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Figura 3: Figura representativa da análise, por citometria de fluxo, da proliferação 

linfocitária de células mononucleares de sangue periférico não estimuladas 

(controle) e estimuladas por BCG e PHA dos pacientes com Doença de Crohn. 

Após a seleção das células CD3+ (A), os eventos foram analisados por tamanho e 

complexidade (FS e SS) e, os linfócitos pequenos (resting) e linfoblastos foram 

separados (B). As subpopulações de linfócitos T (CD4+, CD8+ e TCR +) foram 

avaliadas nos linfoblastos (C, D). 

A proliferação linfocitária foi medida por percentual de células blásticas 

CD3+. O percentual é calculado por:  

 

 

 

Proliferação Linfocitária
células no gate de blastos 

células no gate de blastos + células no gate de linfócitos
x 100% 
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O cálculo de blastos para cada cultura estimulada é feito da seguinte 

forma:  

1- Blastos de BCG = percentual de blastos estimulados pelo BCG - 

percentual de blastos do controle  

2- Blastos de PHA = percentual de blastos estimulados pela PHA - 

percentual de blastos do controle 

 

3.5.4. Dosagem de Citocinas  

As dosagens de Interferon gama (IFN- ), Fator de Necrose Tumoral alfa 

(TNF- ), Interleucina 6 (IL-6), foram realizadas a partir da cultura de CMSP, 

conforme protocolo acima descrito, a análise da produção de citocinas no 

sobrenadante foi realizada da seguinte maneira.  

As células, na concentração de 2 x 106 células/mL, foram cultivadas em 

placas de poliestireno de 96 poços com fundo arredondado (Nunclon, NUNCTM, 

Dinamarca) em incubadora (CH-33M, Hitachi, Japão ) a 37°C, em atmosfera de 

5% de CO2 por 48 horas.  

Os antígenos foram utilizados nas mesmas concentrações descritas no 

ensaio de proliferação linfocitária.  

Enquanto que as dosagens de Fator Transformador de Crescimento 

beta 2 (TGF- 2) e Fator Transformador de Crescimento beta 3 (TGF- 3) foram 

determinadas no soro e plasma. A partir da coleta de sangue onde foram 

coletadas em tubo seco para o armazenamento de soro (Vacuette, Brasil) e em 

tubo de EDTA (Vacuette, Brasil), para o armazenamento do plasma, as amostras 

foram centrifugadas, aliquotadas, identificadas e armazenadas juntamente com as 

amostras de sobrenadante de cultura em freezer a –80ºC até a realização do 



Métodos 
- 83 - 

 

ensaio de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay).  

Para as dosagens de Interferon gama (IFN- ), Fator de Necrose Tumoral 

alfa (TNF- ), Interleucina 6 (IL-6), Fator Transformador de Crescimento beta 2 

(TGF- 2) e Fator Transformador de Crescimento beta 3 (TGF- 3) foram utilizados 

Kits comerciais (DuoSet, RD Systems, EUA).  

Os ensaios foram realizados em placas MultiSorp (Nunc, Dinamarca) 

conforme os protocolos do fabricante. Brevemente, as placas foram incubadas 

com anticorpos de captura e, após bloqueio, submetidas à incubação com 

amostras e diluições do padrão recombinante do Kit. Em seguida, incubadas com 

anticorpos de detecção, conjugados à biotina.  

A incubação seguinte ocorre com uma solução de streptoavidina 

conjugada à peroxidase. A revelação da reação foi feita com peróxido de 

hidrogênio e tetrametil-benzidina (TMB) e a interrupção ocorreu com a adição de 

H2SO4 2N. A leitura foi realizada em 450 nm. Os limites de detecção de IFN-  e 

TNF-  foram de 15,62 pg/mL, IL-6, foi de 9,75 pg/mL, TGF- 2 e TGF- 3 foram de 

31,25 pg/mL. 

Em todos os ensaios foi estabelecida uma curva padrão com gráfico de 

dispersão no qual a variável X foi a densidade óptica obtida nas leituras e Y, a 

concentração das citocinas. A equação da figura do gráfico foi gerada através de 

uma linha de tendência polinomial, e aceita apenas quando o r2 fosse maior que 

0,95. Para este cálculo foi utilizado o programa Microsoft Excel versão 2003 

(Microsoft Corporation, EUA).  

Todas as amostras e pontos da curva padrão foram realizados em 

duplicata. Os resultados foram expressos em pg/mL. 
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3.6. Aspectos Éticos 

Foram garantidos o anonimato e o sigilo aos participantes, tendo estes 

sido devidamente informados sobre a pesquisa e consentido sua participação por 

meio da assinatura de um termo de consentimento (Anexos 8.3 e 8.4).  

Os participantes do protocolo de pesquisa foram informados sobre os 

objetivos e os métodos que foram empregados por meio de uma carta de 

informação. Uma vez cientes da natureza dos procedimentos e desconfortos aos 

quais seriam submetidos, com capacidade de livre arbítrio e sem qualquer coação, 

foi solicitado que assinassem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. A 

natureza e os objetivos da pesquisa foram explicados aos pacientes e, na 

concordância, foi solicitado que assinassem o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido.   

Os ensaios obedecerem às recomendações para pesquisas biomédicas 

envolvendo seres humanos propostas pela Resolução no 196 de 10 de outubro de 

1996, do Conselho Nacional de Saúde. 

O protocolo de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp, Campinas, SP. 

(Parecer no 304/2007, anexo 8.5). 

 

3.7. Análise Estatística  

Os dados foram organizados e analisados com o programa SPSS® for 

Windows, version 7.5.1. (SPSS Inc., 1989 – 1996, EUA).  

As análises descritivas das variáveis foram apresentadas como 

mediana, valores mínimo e máximo.  
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Em relação aos pacientes estudados, as possíveis diferenças entre os 

tempos nos grupos foram calculadas pelo teste não paramétrico de Wilcoxon ou 

Teste de Friedman e as diferenças entre os tempos foram calculadas com o teste 

de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney. Foram considerados estatisticamente 

significativos os valores de p < 0,05.  

As figuras foram feitas no Software GraphPad Prism, version 4.0 
(GraphPad Software, EUA).  
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4.1. Caracterização da População  

 

De junho de 2008 a novembro de 2009, foram estudados 50 pacientes com 

Doença de Crohn, que foram distribuídos em 3 grupos, de acordo com os critérios 

de inclusão. As características clínicas iniciais dos pacientes encontram-se na 

Tabela 3. 

Os pacientes dos grupos intervenção nutricional e Comparação I, além da 

azatioprina via oral diária, estavam em uso de terapia anti-TNF-  a cada 8 

semanas. O grupo de comparação II estava em uso apenas de azatioprina. 

O grupo de intervenção nutricional (azatioprina + anti-TNF-  + suplemento) foi, 

inicialmente, composto por 29 pacientes, dos quais 22 finalizaram o ensaio clínico. 

Todos os casos de desistência foram pelo motivo da baixa palatabilidade do 

suplemento. Para melhorar a ingestão do suplemento foram oferecidas 

alternativas para a administração do mesmo com sucos de frutas, gelatinas, 

compotas de doces, ou outros alimentos da preferência do paciente. 

No grupo de Comparação I (azatioprina + anti-TNF- ) 10 pacientes 

concluíram o ensaio clínico e no grupo de Comparação II (azatioprina) 11 

indivíduos foram até o final da pesquisa. 

Durante o período dessa pesquisa, dois pacientes do grupo de intervenção 

nutricional mudaram a dose de manutenção de anti-TNF- , de 400 mg para 700 

mg e de 200 mg para 400 mg. No grupo de Comparação I, dois pacientes 

mudaram a dose de 300 mg para 600 mg e de 300 mg para 400 mg.  

Durante todo o período da pesquisa, nenhum paciente apresentou 

intercorrência grave, com necessidade de internação. 
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Tabela 3: Características Clínicas Iniciais dos pacientes com Doença de Crohn. 
 

 

1: mediana (valores mínimo e máximo). 
2: N / F / U: Não Faziam Uso da terapia Anti-TNF- . 
Grupos: Intervenção Nutricional (azatioprina + anti-TNF-  + Suplemento), Comparação I 
(azatioprina + anti-TNF- ) e Comparação II (azatioprina). 

 

 

 

 

 

Grupos  

Características Intervenção Nutricional 

(n=22) 

Comparação I 

(n=10) 

Comparação II 

(n=11) 

Idade (anos) 
38 

(13 a 72)1 

34 

(26 a 54) 

38 

(23 a 66) 

Gênero (masc./fem.) (16 / 6) (4 / 6) (6 / 4) 

Tempo de Diagnóstico (anos) 
7 

(2 a 20) 

8,5 

(2 a 18) 

6 

(2 a 28) 

Dose de Anti-TNF-     

200 mg 2 1 N / F / U2 

250 mg 1 - N / F / U 

300 mg 10 6 N / F / U 

400 mg 8 2 N / F / U 

450 mg 1 - N / F / U 

500 mg - 1 N / F / U 

Cirurgia no Trato 
Gastrointestinal 

   

Nenhuma 7 2 5 

1 a 2 13 7 4 

3 a 4 - 1 1 

> 5  2 - 1 
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4.2. Fenotipagem dos Linfócitos T  

 

No grupo de Intervenção Nutricional (aza + anti-TNF-  + suplemento), as 

medianas das porcentagens dos linfócitos TCD4+ e TCD8+ no início, 8 e 16 

semanas após a intervenção nutricional não apresentaram diferenças 

significativas. Da mesma maneira, não foram observadas diferenças para os 

grupos de Comparação I e II (Tabela 4 e Figura 4). 

Os percentuais das subpopulações de linfócitos T no sangue periférico não 

foram influenciados pela suplementação alimentar. Entretanto, ao comparar os 

valores observados entre o início e ao final da suplementação alimentar no grupo 

de Intervenção Nutricional, foi observada aumento no percentual de linfócitos 

TCD3+ (p=0,013, Teste de Wilcoxon).  

 

4.3. Proliferação Linfocitária 

 

Em relação à proliferação linfocitária das culturas não estimuladas, 

observou-se diferença significativa no percentual de linfócitos T CD3+ (p=0,019, 

Teste de Kruskal-Wallis) e na subpopulação de linfócitos T CD8+ (p=0,004, Teste 

de Kruskal-Wallis) entre os  pacientes  e controles normais (Tabela 5 e Figura 5) e 

entre os três grupos de pacientes no início do estudo (IN, CI, CII) (Tabela 5 e 

Figura 6).  

No grupo Intervenção Nutricional (aza + anti-TNF-  + suplemento) 

houve redução significativa na proliferação de linfócitos T CD8+ após 16 semanas 

de suplementação com as proteínas do soro enriquecidas com TGF-β (p=0,033, 

Teste de Friedman) (Tabela 5 e Figura 6). 
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Tabela 4: Percentual de linfócitos TCD3+ e suas subpopulações TCD4+ e TCD8+, 

no sangue periférico de pacientes com Doença de Crohn. 

Percentual de Linfócitos 

Grupos 

Linfócitos Totais T CD3+ T CD4+ T CD8+ 

Intervenção     

Início 
23,10 

(8,7 a 57,1)1 

58,85 

(31,1 a 84,4) 

65,00 

(34,0 a 83,4) 

28,10 

(13,7 a 51,8) 

8 semanas 
23,55 

(9,7 a 58,2) 

66,60 

(24,8 a 86,5) 

64,95 

(46,7 a 82,2) 

29,70 

(14,5 a 45,3) 

16 semanas 
25,35 

(9,1 a 63,4) 

67,65 

(12,6 a 89,4) 

63,40 

(44,6 a 85,7) 

28,20 

(11,8 a 50,0) 

p2 0,385 0,108*  0,700 0,804 

Comparação I     

Início 
32,10 

(8,3 a 61,4) 

66,05 

(25,8 a 83,0) 

67,30 

(43,2 a 90,0) 

26,65 

(9,0 a 43,4) 

16 semanas 
34,35 

(9,5 a 52,4) 

70,40 

(45,6 a 85,6) 

64,20 

(38,9 a 88,4) 

30,20 

(10,6 a 43,5) 

p3 0,241 0,575 0,959 0 575 

Comparação II 
24,80 

(18,5 a 49,1) 

63,30 

(25,8 a 79,5) 

63,00 

(35,7 a 84,6) 

32,70 

(13,2 a 62,2) 

p4 0,248 0,576 0,585 0,174 

 
* Valor de (p = 0,013 na comparação entre o início e o final da intervenção nutricional). 
1
: Os valores foram expressos em mediana (mínimo e máximo). 

2
: Comparação entre os tempos no Grupo de Intervenção (azatioprina + anti-TNF-  + Suplemento), 

(Teste de Friedman). 
3
: Comparação entre os tempos no Grupo Comparação I (azatioprina + anti-TNF- ), (Teste de Wilcoxon). 

4
:  Comparação entre os tempos iniciais dos Grupos: Intervenção (anti-TNF-  + azatioprina + 

Suplemento), Comparação I (azatioprina + anti-TNF- ) e Comparação II (azatioprina), (Teste Kruskal-
Wallis). 
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Figura 4: Percentual de linfócitos totais (A), TCD3 (B), TCD4 (C), TCD8 (D) em sangue de 

pacientes com Doença de Crohn, : intervenção nutricional (aza + anti-TNF-  + Suplemento n=22), 

: Comparação I (aza + anti-TNF-  n=10), e : Comparação II (aza n=11).

p=0,013 
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Tabela 5: Proliferação espontânea de linfócitos TCD3+, TCD4+, TCD8+ e TCR  

em células mononucleares de sangue periférico, de pacientes com Doença de 

Crohn, nos grupos de Intervenção Nutricional, Comparação I, Comparação II e 

Controles Normais. 

 

1
:
 
Mediana (mínimo e máximo); 

2
: Comparação entre os tempos no Grupo de Intervenção 

Nutricional (azatioprina + anti-TNF- + Suplemento), (Teste de Friedman); 
3
: Comparação entre os 

tempos no Grupo Comparação I (azatioprina + anti-TNF- ), (Teste de Wilcoxon); 
4
: Comparação 

entre os tempos iniciais dos Grupos: Intervenção (azatioprina + anti-TNF- + Suplemento), 
Comparação I (azatioprina +anti-TNF- ) e Comparação II (azatioprina), (Teste Kruskall-Wallis). 
Comparação controle normal com 

5
:
 
Intervenção Nutricional, 

6
: Comparação I, 

7
: comparação II. 

Percentual de Linfócitos  
Grupo 

T CD3
+
 T CD4

+
 T CD8

+
 TCR γδ 

 Espontâneo 

Intervenção     

Início 
4,70 

(1,3 a 30,8) 
1
 

41,80 

(14,2 a 92,3)  

44,75 

 (4,4 a 74,3)  

7,85 

(0 a 76,9)  

8 semanas 
3,85 

(1,5 a 24,7)  

41,10 

(5,3 a 77,9)  

40,30 

(7,8 a 85,2)  

8,45 

(0 a 62,0)  

16 semanas 
4,35 

(0 a 36,0)  

45,25 

(0 a 80,8)  

35,80 

(0 a 61,8)  

5,85 

(0 a 59,0)  

p
2
 0, 727 0, 956 0, 033 0, 923 

Comparação I     

Início 
3,75 

(1,7 a 7,2)  

38,15 

(16,7 a 74,6)  

38,50 

(12,5 a 73,1)  

24,50 

(5,4 a 42,1)  

16 semanas 
4,90 

(1,9 a 10,5)  

41,95 

(13,7 a 75,0)  

25,70 

(10,1 a 61,3)  

14,25 

(2,1 a 61,2)  

p
3
 0,139 0, 575 0, 059 0, 959 

Comparação II 
8,20 

(1,6 a 15,6)  

30,30 

(7,0 a 53,9)  

15,80 

(6,6 a 43,0)  

5,70 

(0,8 a 47,9)  

p
4
 0, 019 0, 120 0, 004 0, 139 

Controles 
Normais 

6,67 

 (3,2 a 14,2) 

50,5 

 (30,7 a 70,6) 

31,6  

(14,3 a 53,8) 

7,5 

(0,80a 13,6) 

p
5
 0,037 0,208 0,035 0,343 

p
6
 0,001 0,100 0,267 0,008 

p
7
 0,367 0,003 0,008 0,584 
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Figura 5: Proliferação linfocitária espontânea de cultura em células mononucleares, de pacientes 

com Doença de Crohn, : Intervenção Nutricional (aza + anti-TNF-  + Suplemento n=22), : 

Comparação I (aza + anti-TNF-  n=10), : Comparação II (aza n=11) e : Controle normal (n=21). 

p=0,037 

p=0,001 

p=0,003 

p=0,035 

p=0,002 

p=0,037 

p=0,008 
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Figura 6: Proliferação linfocitária espontânea em cultura de células mononucleares de pacientes 

com Doença de Crohn, : Intervenção Nutricional (aza + anti-TNF-  + Suplemento n=22), : 

Comparação II (aza + anti-TNF-  n=10) e : Comparação II (aza n=11 pacientes). 
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Na Tabela 6 e Figura 7 estão ilustrados a comparação entre os 

pacientes e o grupo controle normal em relação à proliferação de linfócitos TCD4+, 

TCD8 e TCR  BCG específicos. 

Nos grupos de Intervenção Nutricional (aza + anti-TNF-  + suplemento), 

Comparação I (aza + anti-TNF- ) e Comparação II (aza) as medianas iniciais dos 

linfoblastos BCG específicos não mostraram diferença significativa (Tabela 6 e 

Figura 8).  

Na Figura 9 e na Tabela 6 estão ilustrados os valores referentes à 

proliferação inespecífica de linfócitos estimulados com PHA dos pacientes e 

controles normais.  

Na Figura 10 e na Tabela 6 estão ilustrados os valores referentes à 

proliferação inespecífica de linfócitos estimulados com PHA, entre os três grupos 

de pacientes: Intervenção Nutricional, Comparação I e Comparação II. Contudo, a 

comparação das medianas dos linfoblastos PHA iniciais entre os grupos de 

intervenção, Comparação I e Comparação II mostrou diferença significativa 

(p=0,006, Teste de Kruskal-Wallis) entre eles, com medianas mais baixas no 

Comparação II (Tabela 6 e Figura 10). 

 Na comparação das medianas da proliferação de TCR  estimulada por 

PHA, houve também redução significativa (p=0,002, Teste de Kruskal-Wallis) entre 

os tempos iniciais nos três grupos. 

O percentual de linfoblastos CD4+ e CD8+ nas culturas não estimuladas, 

estimuladas por BCG ou PHA não mostrou diferenças significativas nos três 

grupos de pacientes com Doença de Crohn. 
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Figura 7: Proliferação linfocitária estimulada por BCG em cultura de células mononucleares de 

pacientes com Doença de Crohn, : Intervenção Nutricional (aza + anti-TNF-  + Suplemento 

n=22), : Comparação I (aza + anti-TNF-  n=10), : Comparação II (aza n=11) e : Controle 

Normal (n=21). 

p<0,001 

p=0,013 

p<0,001 

p=0,001 

p=0,010 
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Figura 8: Proliferação linfocitária estimulada por BCG em cultura de células mononucleares de 

pacientes com Doença de Crohn, : Intervenção Nutricional (aza + anti-TNF-  + Suplemento, 

n=22), : Comparação I (aza+anti-TNF- , n=10) e : grupo Comparação II (aza, n=11).
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Figura 9: Proliferação linfocitária estimulada por PHA em cultura de células mononucleares de 

pacientes com Doença de Crohn, : Intervenção Nutricional (aza + anti-TNF-  + Suplemento 

n=22), : Comparação I (aza + anti-TNF-  n=10), : Comparação II (aza n=11) e : Controle 

Normal (n=21). 

p=0,025 

p<0,001 

p=0,054 

p<0,001 
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Figura 10: Proliferação linfocitária estimulada por PHA em cultura de células mononucleares de 
pacientes com Doença de Crohn, : Intervenção Nutricional (aza + anti-TNF-  + Suplemento 
n=22), : Comparação I (aza + anti-TNF-  n=10) e : Comparação II (aza n=11). 

p=0,001 
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Tabela 6: Proliferação estimulada por BCG e PHA de linfoblastos TCD4+, TCD8+, TCR  BCG em cultura de células 
mononucleares de sangue periférico dos pacientes com Doença de Crohn e do grupo Controles Normais. 

 
Percentual de Linfoblastos  

Grupos 
Blastos Específicos T CD4

+
 T CD8

+
 TCR γδ 

 Estimulado por BCG 
Intervenção     

Início 4,76 (0,0 a 42,45) 
1
 29,35 (6,3 a 89,4)  14,00 (2,7 a 33,4)  50,20 (0,0 a 93,4)  

8 semanas 9,29 (0,0 a 52,22)  40,20 (3,9 a 86,6)  11,90 (5,1 a 39,5)  45,45 (2,4 a 97,3)  
16 semanas 5,17 (0,0 a 56,30)  38,50 (3,6 a 81,7)  11,05 (3,5 a 50,0) 52,05 (0,0 a 56,31)  
p

2
 0, 338 0, 923 0, 186 0, 483 

Comparação I     
Início 14,80 (1,5 a 29,3)  22,60 (3,1 a 94,6)  8,15 (1,1 a 50,4)  61,65 (11,2 a 97,3) 
16 semanas 4,90 (1,9 a 10,5)  41,95 (13,7 a 75,0)  25,70 (10,1 a 61,3)  14,25 (2,1 a 61,2)  
p

3
 0, 537 0, 838 0, 838 0, 799 
Comparação II 0 (0 a 17,00)  41,80 (8,1 a 76,6)  11,50 (5,1 a 47,7)  21,60 (7,4 a 77,6)  

p
4
 0,097 0,790 0,183 0,105 

Controle 28,44 (1,51 a 65,12) 25,40 (6,6 a 80,2) 12,90 (4,1 a 33,5) 74,0 (15,7 a 93,1) 
p

5
 < 0,001 0,189 0,239 0,113 

p
6
 0,013 0,239 0,574 0,168 

p
7
 < 0,001 0,010 0,950 0,001 

 Estimulado por PHA 
Intervenção     

Início 85,17 (30,73 a 92,93)  60,60 (34,4 a 84,3)  30,75 (7,5 a 56,8)  1,60 (0,1 a 19,40)   
8 semanas 79,97 (15,35 a 94,99)  52,80 (21,7 a 94,6)  37,35 (7,7 a 79,4)  0, 90 (0,1 a 14,2)  
16 semanas 73.47 (19,84 a 95,29)  58,50 (33,6 a 87,8)  33,30 (8,3 a 52,3)  1,10 (0 a 6,7)  
p

2
 0,651 0,664 0,554 0,455 

Comparação I     
Início 78,68 (58,17 a 85,02)  56,85 (38,3 a 86,1)  37,60 (12,1 a 50,3)  0,70 (0,2 a 4,7)  
16 semanas 75,53 (54,46 a 89,73)  59,45 (28,5 a 87,2)  33,65 (10,6 a 56,0)  0, 60 (0,2 a 4,8)  
p

3
 0,751 0,959 0,444 0,813 

Comparação II 59,90 (49,46 a 88,24)  66,60 (51,1 a 87,9)  27,60 (9,6 a 43,7)  0, 20 (0,1 a 0,6)  
p

4
 0,006 0,400 0,647 0,002 

Controle 85,6 (67,5 a 94,9) 60,9 (39,6 a 60,9) 35,8 (1,5 a 56,0) 1,0 (0,20 a 3,4) 
p

5
 0,331 0,536 0,536 0,197 

p
6
 0,025 0,386 0,884 0,307 

p
7
 < 0,001 0,054 0,234 < 0,001 

 

1 
: Os valores foram expressos em mediana (mínimo e máximo);  

2
: Comparação entre os tempos no Grupo de Intervenção (aza + anti-TNF-  + 

Suplemento), (Teste de Friedman);  
3
: Comparação entre os tempos no Grupo Comparação I (aza + anti-TNF- ), (Teste de Wilcoxon);  

4
:  

Comparação entre os tempos iniciais dos Grupos: Intervenção (aza + anti-TNF-  + Suplemento), Comparação I (aza + anti-TNF- )  e  
Comparação II (aza), (Teste Kruskall-Wallis). Comparação do controle normal com 

5
:
 
Intervenção Nutricional, 

6
: Controle I, 

7
: Controle II. 
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4.4. Produção de Citocinas  

 

A Figura 11 ilustra os valores de concentração de TNF-  nos 

sobrenadantes de cultura de células mononucleares de sangue periférico, 

espontâneo, estimuladas por BCG ou fitohemaglutinina (PHA), dos pacientes com 

Doença de Crohn e o grupo Controles Normais. 

 Na Tabela 7 estão os valores de TNF- , IFN-  e IL-6 em sobrenadantes 

de cultura de células mononucleares de sangue periférico não estimuladas, dos 

pacientes com Doença de Crohn e Controles Normais.  

Na tabela 8 estão os valores de TNF- , IFN-  e IL-6 em sobrenadantes 

de cultura de células mononucleares de sangue periférico estimuladas por BCG e 

PHA, dos pacientes com Doença de Crohn e Controles Normais.  

No grupo Comparação I (aza + anti-TNF- ) a concentração mediana da 

produção inicial de TNF-  foi 520,72 (150,77 a 1022,84) pg/mL, e ao final das 16 

semanas foi 91,26 (7,82 a 836,22) (p=0,022, Teste de Wilcoxon) (Tabela 7 e 

Figura 12). E no grupo Comparação II (aza) a concentração mediana da produção 

de TNF-  foi 15,55 (0,0 a 54,00) pg/mL (p<0,001, Teste de Kruskal-Wallis) (Tabela 

7 e Figura 12).  
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Tabela 7: Concentração de TNF- , IFN-  e IL-6 em sobrenadantes de cultura de 
células mononucleares de sangue periférico não estimuladas, de pacientes com 
Doença de Crohn e Controles Normais. 

Produção de Citocinas (pg/mL) 
Grupo 

TNF-  IFN-  IL-6 

 Espontânea 

Intervenção 

Início 
560,77 

(36,77 a 1079,47) 1 

0 

(0,0 a 42,60)  

1313,34 

(443,33 a 3861,44)  

8 semanas 
322,77 

(0,0 a 1160,59)  

0 

(0,0 a 381,67)  

1090,89 

(481,89 a 2305,64)  

16 semanas 
526,56 

(5,15 a 1020,03)  

0 

(0 a 0)  

1177,34 

(498,83 a 3521,14)  

p2 0,483 0,061 0,956 

Comparação I    

Início 
520,72 

(150,77 a 1022,84)  

0 

(0 a 27,42)  

900,86 

(440,86 a 2424,80)  

16 semanas 
91,26 

(7,82 a 836,22)  

0 

(0 a 0)  

861,27 

(463,27 a 2378,44)  

p3 0,022 0,317 0,721 

Comparação II 
15,55 

(0 a 54,0)  

0 

(0 a 0)  

818,42 

(716,63 a 1000,70)  

p4 < 0,001 0,449 0,012 

Controle 
29,8 

(6,9 a 378,6) 

0  

(0 a 0) 
- 

p5 < 0,001 0,083 - 

p6 < 0,001 0,663 - 

p7 0,104 1 - 

 

1
: Os valores foram expressos em mediana (mínimo e máximo); 

2
: Comparação entre os tempos no Grupo de 

Intervenção (azatioprina + anti-TNF-  + Suplemento), (Teste de Friedman); 
3
: Comparação entre os tempos no 

Grupo Comparação I (azatioprina + anti-TNF- ), (Teste de Wilcoxon); 
4
: Comparação entre os tempos iniciais 

dos Grupos: Intervenção (azatioprina + anti-TNF-  + Suplemento), Comparação I (azatioprina + anti-TNF- ) e 
Comparação II (azatioprina), (Teste Kruskall-Wallis). Comparação do controle normal com 

5
:
 
Intervenção 

Nutricional, 
6
: Controle I, 

7
: Controle II. 
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A mediana da produção de TNF-  estimulada por BCG são 

apresentadas na Tabela 8 e Figura 12. Não foram encontradas diferenças 

significativas na produção de TNF-  entre os tempos e nos grupos.   

Nas culturas estimuladas por PHA, foram observadas diferenças entre o 

início e ao final das 16 semanas no grupo Comparação I (p=0,028, Teste de 

Wilcoxon). Entretanto, não foram observadas diferenças entre os outros grupos 

nas culturas estimuladas por PHA dos pacientes com DC. Porém, foi observada 

diferença entre os tempos iniciais dos três grupos (p=0,002, Teste de Kruskal-

Wallis) (Tabela 8 e Figura 12). 

No grupo de intervenção nutricional, a concentração mediana da 

produção de IFN-  estimulada por PHA foi 507,61 (4,82 a 4066,28) pg/mL, após 8 

semanas de suplementação foi  0,0 (0,0 a 232,34) pg/mL, e ao final das 16 

semanas foi 256,58 (0,0 a 1179,55), com significativa redução (p=0,002, Teste de 

Friedman), (Tabela 8). 

No grupo Comparação I a concentração mediana da produção inicial de 

IFN-  estimulado com PHA foi 653,76 (41,71 a 1089,12) pg/mL, e ao final das 16 

semanas foi 358,44 (0,0 a 739,32) pg/mL (p=0,022, Teste de Wilcoxon) (Tabela 8 e 

Figura 14). 

No grupo Comparação II a concentração mediana da produção de IFN-

 estimulado com PHA foi 223,51 (0,0 a 778,47) pg/mL (p=0,076, Teste de Kruskal-

Wallis) (Tabela 8 e Figura 14). 

A Figura 13 ilustra os valores da concentração de IFN-  nos sobrenadantes 

de cultura de células mononucleares de sangue periférico, espontâneo, 

estimuladas por BCG ou PHA, dos pacientes com Doença de Crohn e do grupo 

Controles Normais. 
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Tabela 8: Concentração de TNF- , IFN-  e IL-6 em sobrenadantes de cultura de células mononucleares de sangue periférico, estimuladas 
por BCG ou PHA, de pacientes com Doença de Crohn e Controles Normais.

Produção de Citocinas (pg/mL) 
Grupo 

TNF-  IFN-  IL-6 

 Estimulado por BCG 
Intervenção    

Início 743,49 (203,15 a 1423,96) 
1
 33,35 (0 a 697,61) 2504,84 (745,13 a 7222,63) 

8 semanas 848,41 (293,67 a 1251,60) 0 (0 a 381,67) 2436,28 (835,26 a 6894,05) 
16 semanas 807,21 (0 a 1213,81) 31,59 (0,0 a 392,23) 4750,84 (1093,50 a 7188,90) 

p
2
 1,000 0,155 0,108 

Comparação I    
Início 964,01 (304,53 a 1087,65)  102,20 (0 a 1062,66)  6744,32 (1115,56 a 6987,74)  

16 semanas 815,71 (300,28 a 1088,97)  119,53 (0 a 967,06) 6729,23 (1043,67 a 7192,16)  
p

3
 0,646 0,674 0,508 

Comparação II 751,48 (499,93 a 1028,38)  0 (0 a 611,71)  6794,00 (1495,58 a 7176,65)  
p

4
 0,388 0,216 0,707 

Controle 5004,67 (1360,5 a 17125,2) 1349,6 (0,01 a 3644,8) - 

p
5
 < 0,001 < 0,001 - 

p
6
 < 0,001 0,007 - 

p
7
 < 0,001 < 0,001 - 

 Estimulado por PHA 
Intervenção    

Início 601,35 (201,40 a 1216,85)  507,61 (4,82 a 4066,28)  2279,98 (709,34 a 7140,25)  
8 semanas 381,180 (79,20 a 1540,93)  0,0 (0,0 a 232,34)  2331,90 (897,26 a 31202,94)  

16 semanas 507,42 (0 a 1305,43)  256,58 (0,0 a 1179,55)  2287,57 (713,78 a 7146,88)  
p

2
 0,142 0,002 0,483 

Comparação I    
Início 541,54 (191,95 a 1543,15)  653,76 (41,71 a 1089,12)  3723,05 (908,02 a 6777,23)  

16 semanas 239,52 (101,25 a 808,68)  358,44 (0,0 a 779,32)  4079,71 (957,72 a 6895,66)  
p

3
 0,028 0,022 0,646 

Comparação II 126,86 (72,06 a 513,46)  223,51 (0,0 a 778,47)  1465,11 (1258,84 a 1578,47)  
p

4
 0,002 0,076 0,033 

Controle 548,86 (114,9 a 5731,3) 143,06 (0,01 a 1559,7) - 

p
5
 0,528 0,006 - 

p
6
 0,306 0,012 - 

p
7
 0,001 0,755 - 

 

1: Mediana (mínimo e máximo); 2: Comparação entre os tempos no Grupo de Intervenção (azatioprina + anti-TNF-  + Suplemento), (Teste de Friedman); 3: Comparação 
entre os tempos no Grupo Comparação I (azatioprina + anti-TNF- ), (Teste de Wilcoxon); 4: Comparação entre os tempos iniciais dos Grupos: Intervenção (azatioprina + 
anti-TNF-  + Suplemento), Comparação I (azatioprina + anti-TNF- )  e  Comparação II (azatioprina), (Teste Kruskall-Wallis). Comparação do controle normal com 5: 

Intervenção Nutricional, 6: Controle I, 7: Controle II.
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Figura 11: Concentração de TNF-  nos sobrenadantes de cultura de células mononucleares de 

sangue periférico, espontâneo, estimuladas por BCG ou PHA, de pacientes com Doença de Crohn: 

: Intervenção nutricional (aza + anti-TNF-  + Suplemento n=22), : Comparação I (aza + anti-

TNF-  n=10), : Comparação II (aza n=11), : Controles normais (n=21).  
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Figura 12: Concentração de TNF-  nos sobrenadantes de cultura de células 

mononucleares, espontâneo, estimuladas por BCG ou PHA, de pacientes com Doença de 

Crohn: : Intervenção Nutricional (aza + anti-TNF-  + Suplemento n=22), : 

Comparação I (aza + anti-TNF-  n=10) e : Comparação II (aza n=11).  
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Figura 13: Concentração de IFN-  nos sobrenadantes de cultura de células mononucleares, espontâneo, 
estimuladas por BCG ou PHA, de pacientes com Doença de Crohn: : Intervenção Nutricional (aza + 
anti-TNF-  + Suplemento n=22), : Comparação I (aza + anti-TNF-  n=10), : Comparação II (aza 
n=11), : Controle (n=21). 
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Figura 14: Concentração de IFN-  nos sobrenadantes de cultura de células 

mononucleares, espontâneo, estimuladas por BCG ou PHA, de pacientes com Doença de 

Crohn: : Intervenção nutricional (aza + anti-TNF-  + Suplemento n=22), : Comparação 

I (aza + anti-TNF-  n=10) e : Comparação II (aza n=11).  
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A mediana da produção de IL-6 espontânea é apresentada na Tabela 7. 

Não foram encontradas diferenças significativas na produção de IL-6 entre os 

tempos e nos grupos de pacientes (Tabela 7 e Figura 15). Entretanto foi 

encontrada diferença significativa entre os tempos iniciais dos três grupos 

(p=0,012, Teste de Kruskal-Wallis).  

Também não foram encontradas diferenças significativas na produção 

de IL-6 estimuladas por BCG apresentadas na Tabela 8 e Figura 15. 

Entretanto a mediana inicial da produção de IL-6 estimulada por PHA 

no grupo de intervenção nutricional foi 2279,98 (709,34 a 7140,25) pg/mL, após 8 

semanas de suplementação nutricional foi 2331,90 (897,26 a 31202,94) pg/mL e 

ao final das 16 semanas de intervenção nutricional foi de 2287,57 (713,78 a 

7146,88) pg/mL (p=0,483, Teste de Friedman) (Tabela 8 e Figura 15). 

A concentração mediana da produção de IL-6 estimulada por PHA nos 

sobrenadantes de cultura dos pacientes com Doença de Crohn do grupo 

Comparação I foi 3723,05 (908,02 a 6777,23) pg/mL, e ao final das 16 semanas 

4079,71 (957,72 a 6895,66) pg/mL (p=0,646, Teste de Wilcoxon) (Tabela 8 e 

Figura 15). E no grupo Comparação II a concentração mediana da produção de IL-

6 foi 1465,11 (1258,84 a 1578,47) pg/mL (p=0,033, Teste de Kruskal-Wallis) 

(Tabela 8 e Figura 15). Essa significância é baseada na mediana dos três grupos 

nos tempos iniciais. 
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Figura 15: Concentração de IL-6 nos sobrenadantes de cultura de células mononucleares, 

espontâneo, estimuladas por BCG ou PHA, de pacientes com Doença de Crohn: : 

Intervenção Nutricional (aza + anti-TNF-  + Suplemento n=22), : Comparação I (aza + 

anti-TNF-  n=10) e : Comparação II (aza n=11).  
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As concentrações de TGF- 2 dosadas em soro e plasma dos pacientes 

estão distribuídos na tabela 9 e figura 16. Os valores de TGF-  3  no soro e no 

plasma estão na Tabela 10 e figura 17. 

 

 Tabela 9: Concentração de TGF- 2 no soro e no plasma de pacientes com 

Doença de Crohn. 

Produção de TGF-  2 (pg/mL) 
Grupo 

Soro Plasma 

Intervenção

Início 
0 

(0 a 176,16) 1 

0 

(0 a 124,41)  

8 semanas 
0 

(0 a 186,43)  

72,19 

(0 a 280,30)  

16 semanas 
0 

(0 a 351,81)  

0 

(0 a 289,27)  

p2 0,076 0,011 

Comparação I 

Início 
13,70 

(0 a 71,69)  

0 

(0 a 108,97)  

16 semanas 
0 

(0 a 78,25)  

0 

(0 a 94,68)  

p3 0,225 0,655 

Comparação II 
0 

(0 a 68,78)  

0 

(0 a 26,0)  

p4 0,387 0,108 

 
1: Teste de Friedman. Os valores foram expressos em mediana, mínimo e máximo. 
2: Comparação entre os tempos no Grupo de Intervenção (azatioprina + anti-TNF-  + 
Suplemento), (Teste de Friedman). 
3: Comparação entre os tempos no Grupo Comparação I (azatioprina + anti-TNF- ), (Teste de 
Wilcoxon). 
4:  Comparação entre os tempos iniciais dos Grupos: Intervenção (anti-TNF-  + azatioprina + 
Suplemento), Comparação I (azatioprina + anti-TNF- )  e  Comparação II (azatioprina), (Teste 
Kruskall-Wallis).
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A concentração mediana da produção de TGF- 2 dosada em plasma 

de sangue periférico total dos pacientes com Doença de Crohn do grupo de 

intervenção nutricional no início foi 0,0 (0,0 a 124,41) pg/mL, após 8 semanas de 

suplementação foi 72,19 (0,0 a 280,30) pg/mL, e ao final das 16 semanas de 

intervenção nutricional foi 0,0 (0,0 a 289,27) (p=0,011, Teste de Friedman) (Tabela 

9 e Figura 16). O aumento significativo já foi observado 8 semanas após de 

intervenção nutricional (p=0,009, Tese de Wilcoxon). Entretanto, nos grupos 

Comparação I e Comparação II não foi observada diferença significativa na 

produção de TGF-  2 (Tabela 9 e Figura 16).  
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Figura 16: Concentração de TGF- 2 no soro ou plasma dos pacientes com 

Doença de Crohn: : Intervenção Nutricional (aza + anti-TNF-  + Suplemento 

n=22 pacientes), : Comparação I (aza + anti-TNF-  n=10 pacientes) e : 

Comparação II (aza n=11 pacientes).  
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Tabela 10: Concentração de TGF- 3 no soro e no plasma de pacientes com 
Doença de Crohn.
 
 

Produção de TGF- 3 (pg/mL) 
Grupo 

Soro Plasma 

Intervenção

Início 
0 

(0 a 402,15)  

0 

(0 a 248,61)  

8 semanas 
0 

(0 a 731,26)  

31,75 

(0 a 774,95)  

16 semanas 
0,0 

(0 a 1128,46)  

15,99 

(0 a 412,33)  

p2 0,792 0,238 

Comparação I 

Início 
0 

(0 a 67,41)  

17,33 

(0,0 a 147,87)  

16 semanas 
0 

(0 a 40,58)  

17,36 

(0 a 96,77)  

p3 0,273 0,600 

Comparação II 
0 

(0 a 49,31)  

0 

(0 a 96,62)  

p4 0,950 0,508 
 

1: Os valores foram expressos em mediana (mínimo e máximo). 
2: Comparação entre os tempos no Grupo de Intervenção (azatioprina + anti-TNF-  + 
Suplemento), (Teste de Friedman). 
3: Comparação entre os tempos no Grupo Comparação I (azatioprina + anti-TNF- ), (Teste de 
Wilcoxon). 
4: Comparação entre os tempos iniciais dos Grupos: Intervenção (azatioprina + anti-TNF-  + 
Suplemento), Comparação I (azatioprina + anti-TNF- ) e Comparação II (azatioprina), (Teste 
Kruskall-Wallis). 
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Figura 17: Concentração de TGF- 3 no soro ou plasma dos pacientes com 

Doença de Crohn: : Intervenção Nutricional (aza + anti-TNF-  + Suplemento 

n=22 pacientes), : Comparação I (aza + anti-TNF-  n=10 pacientes) e : 

Comparação II (aza n=11 pacientes).  
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4.5. Resumo dos Resultados  
 
 

I. Em relação aos linfócitos T no sangue periférico, nos três grupos de 

pacientes com Doença de Crohn, Intervenção Nutricional (IN: aza + anti-TNF-

 + suplemento), Comparação I (CI: aza + anti-TNF- ) e Comparação II (CII: 

aza), observamos que:  

1. Não houve diferença nos percentuais de linfócitos T entre os pacientes com 

DC. 

2. A suplementação nutricional aumentou o percentual de linfócitos T CD3. 

 

II. Em relação à proliferação não estimulada de TCD3, TCD4, TCD8, TCR γγγγδδδδ, 

observamos que:  

1. A intervenção com suplemento nutricional (IN) reduziu de modo significativo 

o percentual de linfoblastos TCD8+ (p=0,033), após 8 e 16 semanas de 

intervenção.  

2. No grupo IN o percentual de linfoblastos TCD8+, na fase inicial, foi mais 

elevado do que no grupo CII (p=0,004) 

3. No grupo CII o percentual de linfoblastos TCD3 foi maior (p=0,019) do que 

no grupo IN e de TCD8 foi menor (p=0,04) do que no grupo IN. 

4. Houve diferença significativa no percentual de linfoblastos TCD3 iniciais 

entre os grupos de controles normais com IN (0,037), CI (0,001). O grupo 

CII não mostrou diferença para TCD3+ mas para TCD4(p=0,003) e TCD8 

(p=0,008) que estavam mais baixos do que os normais, indicando que 

TCD3 estava próximo do normal, mas TCD4 e TCD8 estavam mais baixos 

do que os normais. 

5. No grupo CI o percentual de linfoblastos TCR  foi maior do que no grupo 

normal (p=0,008). 
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III. Em relação à proliferação de TCD3, TCD4, TCD8, TCR γγγγδδδδ estimulada por 

BCG observamos que:  

1.  A suplementação nutricional não influenciou a proliferação TCD3, TCD4, 

TCD8 e TCR  BCG específica. 

2. Linfoblastos TCD3 BCG especifico foi significativamente mais baixo nos 

grupos IN (p<0,001) CI (p<0,013) CII (p<0,001) do que no grupo normal. 

3. No grupo CII, o percentual de linfoblastos TCD4 BCG especifico foi 

significativamente mais alto (p<0,01) e de TCR  (p=0,001) mais baixo do 

que no grupo normal. 

 

IV. Em relação à proliferação de TCD3, TCD4, TCD8, TCR γγγγδδδδ estimulada por 

PHA observamos que:  

 
1. A suplementação nutricional não influenciou a proliferação TCD3, TCD4, 

TCD8 e TCR  PHA inespecífica. 

2. Linfoblastos TCD3 foi significativamente mais baixo nos grupos CI 

(p=0,025) e CII (p<0,001) do que no grupo normal. 

3. O grupo CII apresentou linfoblastos TCD3 mais baixo do que nos grupos IN 

e CI (p=0,0006) e dos normais (p<0,001). Também, TCR  foi mais baixo 

do que nos grupos IN e CI (p=0,002) e controle normal (p<0,001).  

 

 

V. Em relação à secreção de TNF-αααα espontânea, estimulada por BCG e por 

PHA, observamos que: 

1. A suplementação nutricional não influenciou a secreção de TNF-α 

espontânea, estimulada por BCG nem por PHA. 

2. Embora os pacientes dos grupos IN (p<0,001) e CI (p<0,001) 

apresentassem TNF-α espontânea com valores iniciais mais altos do que 

os controles normais, não se observaram diferença significativa entre a 

secreção de TNF-α espontânea, com a estimulada por BCG nem por PHA 
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entre os pacientes dos três grupos. Indicando baixa resposta de secreção 

de TNF-α ao estímulo com BCG, talvez pelo uso de anti-TNF-α e aza nos 

pacientes. 

3. No entanto, houve diferença altamente significativa quando se compara 

entre os controles normais, a secreção de TNF-α espontânea e estimulada 

com PHA com a estimulada por BCG, indicando a elevada resposta ao BCG. 

4. O grupo CI reduziu (p=0,022) os valores de TNF-α espontânea após 16 

semanas de seguimento.  

5. O grupo CII apresentou baixos valores (p<0,001) de TNF-α espontânea 

quando comparado aos grupos IN e CI e similar aos controles normais.  

 
VI. Em relação à secreção de IFN-  espontânea, estimulada por BCG e por 

PHA, observamos que: 

 
1. A suplementação nutricional reduziu a secreção de IFN-  estimulada por 

PHA.  

2. Em relação ao grupo controle normal, os pacientes dos 3 grupos 

apresentaram acentuada redução na produção de IFN-  estimulada por 

BCG (p<0,001) mas, elevados valores de IFN-  estimulada por PHA.   

3. A redução acentuada para produção de IFN-  por BCG nos pacientes pode 

ser resultado do uso de aza e de anti-TNF-α. 

 

VII. Em relação à secreção de IL-6 espontânea, estimulada por BCG e por 

PHA, observamos que: 

 
1. A suplementação nutricional não influenciou a secreção de IL-6 espontânea, 

estimulada por BCG nem por PHA. 

2. Foram observados valores muito elevados de IL-6 espontânea nos grupos 

IN e CI e mais baixos no grupo CII (p=0,012) e também para IL-6 

estimulada com PHA (p=0,033). O CII mostra controle na secreção 

espontânea e estimulada por PHA.  
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3. Diferente da TNF-α houve acentuada resposta na secreção de IL-6 

estimulada com BCG e com PHA em relação à espontânea, indicando que 

ela é independente do circuito de TNF-α.  

4. Os valores de IL-6 espontâneo e estimulado por BCG são muito elevados, 

indicando que o suplemento, o anti-TNF-α e aza não conseguem reduzir 

esses valores. 

 
VIII. Em relação à secreção de TGF- 2 no soro e no plasma: 
 

A suplementação interferiu nos valores de TGF- 2 no plasma com 
diferença estatística. 
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No presente estudo, avaliou-se, no sangue periférico, o equilíbrio 

Th1/Th2, examinando in vitro a proliferação espontânea e estimulada com BCG e 

PHA de linfócitos TCD3+, TCD4+, TCD8+ e TCR  e a secreção de IFN- , TNF- , 

e IL-6 no sobrenadante das culturas. TGF-  foi avaliada no plasma e no soro 

desses pacientes. Havia três grupos de pacientes. O grupo de intervenção com o 

suplemento sob terapia com azatioprina e anti-TNF-  a cada 8 semanas, e o 

grupo sem intervenção com suplemento, mas em uso da mesma terapia de 

medicamentos, e um terceiro grupo apenas com azatioprina. O grupo de pacientes 

com DC avaliados nesse estudo possuía características clínicas variáveis embora 

o Índice de atividade da Doença de Crohn estivesse abaixo de 160. (dados 

cedidos por Pinto EACL e Davanço T). O grupo de Intervenção Nutricional (IN aza 

+ anti-TNF-  + Suplemento) com mediana, valor mínimo e máximo de IADC 91 (38 

a 162)%, o grupo Comparação I (CI aza + anti-TNF- ) IADC 89 (51 a 152)% e 

grupo Comparação II (CII aza) IADC 58 (43 a 74)%. 

O tratamento convencional da DC consiste de corticoides, 

aminossalicilatos e agentes imunossupressores tais como azatioprina ou 

ciclosporina, cujo alvo é o processo inflamatório certamente mais amplo porém, 

são inefetivos em um subgrupo de pacientes (77). 

 Muitas terapias com biológicos estão em investigação, mas o único 

correntemente licenciado é o anti-TNF- , um anticorpo quimérico IgG1 para TNF- . 

Dois terços dos pacientes com doença crônica ativa resistente aos 

corticosteroides e outros imunossupressores respondem ao anti-TNF- , e uma 

proporção similar de pacientes com fístula (primariamente perianal) responde 50% 

de cura das fístulas, pelo menos superficialmente (41).  

 As reações à infusão do anti-TNF-  ocorrem ocasionalmente e são 

mediadas, pelo menos em parte, por anticorpos anti-anti-TNF-  que podem ser, 

também, responsáveis pela perda de resposta à droga. Altos títulos de anticorpos 

podem ser prevenidos tanto pela aplicação regular a cada 8 semanas ou por 

terapia concomitante com azatioprina (41). Esse regime foi o adotado para os 
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pacientes dos grupos IN e CI.  

Hanauer (43) sugere que a terapia de manutenção com uma infusão a 

cada 8 semanas mantém a resposta, mas terapia episódica (infusões 

subsequentes quando a doença recai) promove quase o mesmo bom resultado 

durante o seguimento de um ano após a indução inicial. Contudo, ainda ocorrem 

recidivas sob terapia regular de manutenção.  

Efeitos colaterais do anti-TNF-  são incomuns, mas há preocupações 

com ativação de tuberculose latente e aparecimento de anticorpos para DNA (10-

15%) com manifestações ocasionais de síndrome lupus e possivelmente 

malignidade. Estão relatados raros casos de linfomas de células T 

hepatoesplênico em pacientes com DC e artrite reumatóide sob terapia também 

com azatioprina. Foram relatados, também, linfomas não Hodgkin. 

Quase todos os pacientes do presente estudo foram submetidos à 

cirurgia. Durante o curso da DC, 75 - 85% dos pacientes necessitam, de pelo 

menos, uma cirurgia. As principais indicações são: estenose causando sintomas 

obstrutivos, falha na resposta ao tratamento, fístulas e doença perianal. A 

ressecção deve ser limitada para preservar o máximo de intestino normal à 

macroscopia.  Derivação de passagem deve ser evitada porque há elevado risco 

de recorrência e pode ser complicado pelo super crescimento bacteriano e mal 

absorção.  

Consequentemente, é provável que os fatores etiológicos 

predominantes, e, portanto, os alvos terapêuticos mais efetivos, diferem entre os 

pacientes com DC, podendo ser constituído subpopulações de pacientes. Contudo, 

as terapias imunossupressoras correntes (azatioprina, metotrexate, 

glicocorticoides e anticorpos anti-TNF-  ou anti-integrina- ) são de efetividade 

variável e não focalizam a via TCD4+ efetora específica (78). 

Um aspecto cardinal da DC é a presença da inflamação crônica da 

mucosa. Os tipos de células que direcionam essa resposta inflamatória e por qual 
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estímulo ela é desencadeada constituem os desafios para o entendimento da sua 

fisiopatologia. Contudo, os estudos de observação e de resposta terapêutica 

revelam grande heterogeneidade com respeito à atividade celular e resposta ao 

tratamento. Isso pode refletir tanto a heterogeneidade entre os pacientes em 

relação à biologia da doença ou heterogeneidade com relação ao curso da doença 

de um paciente em diferentes momentos. Com essa premissa em mente, foram 

considerados critérios de inclusão que minimizassem essa heterogeneidade de 

resposta terapêutica entre os pacientes. Por essa razão, o critério da presente 

casuística foi incluir pacientes sob o mesmo esquema terapêutico e um grupo 

como o CII que estava na fase estável da doença.  

Entre os pacientes com DC, os percentuais de linfócitos T foram 

semelhantes, mas o percentual de linfoblastos TCD3 no grupo CII foi maior 

(p=0,019) e de TCD8 menor (p=0,04) do que no grupo IN, justificando porque o 

grupo CII estava fora do tratamento com anti-TNF-  e recebiam apenas aza. Os 

grupos IN e CI apresentaram mais semelhanças nesses parâmetros. 

Recentemente, foi relatado que os pacientes com DC compartilham um 

fenótipo comum que é a resposta imune alterada para infecção bacteriana. 

Avanços da genética e da genômica apontam que a lesão funcional primária na 

patogênese da DC está mais para imunodeficiência do que para autoimunidade.  

As teorias prevalentes advogam um papel central para disfunção de T 

na patogênese da DC e, mais recentemente, o foco está na deficiência do sistema 

imune inato. A confirmação de defeitos na inflamação aguda nesses pacientes 

seguida pela identificação de múltiplos variantes genéticos associados com 

susceptibilidade à doença têm centrado as anormalidades nos fagócitos. A 

hipótese explica as manifestações clínicas e patológicas da DC e considera 

agentes microbianos, permeabilidade da mucosa e disfunção de células T como 

fatores etiológicos. Não seria qualquer patógeno que faria surgir a doença de 

Crohn, mas a presença de número suficiente de microrganismos viáveis para 

superar a resposta inflamatória inicial e provocar uma reação granulomatosa com 
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ativação secundária de T (20). 

Assim, hoje considera-se que falha genética de clareamento bacteriano 

ao invés de taxas de infecção elevada, pode ser o marcador do processo 

subjacente da DC mais do que um evento patogênico primário. As rupturas da 

célula epitelial intestinal e da camada de muco contribuem para aumentar o 

número de bactérias que podem ganhar acesso aos tecidos subjacentes. 

Influências do ambiente podem agir sinergisticamente com fatores herdados para 

atenuar na resposta inflamatória aguda. 

 Nesse contexto de imunodeficiência, os pacientes com DC constituíram 

um grupo significativamente diferente do grupo controle normal nos parâmetros de 

proliferação celular BCG específico e secreção de TNF-α e IFN-γ estimulados com 

BCG. Linfoblastos TCD3 BCG específico foram significativamente mais baixos nos 

grupos IN (p<0,001), CI (p<0,013), CII (p<0,001) do que no grupo normal. A baixa 

resposta de secreção de TNF-α ao estímulo com BCG, talvez seja uma das 

consequências do anti-TNF-α e aza nos pacientes. Embora os pacientes dos 

grupos IN (p<0,001) e CI (p<0,001) apresentassem TNF-α espontânea com 

valores iniciais mais altos do que os controles normais, não se observou diferença 

significativa entre a secreção de TNF-α espontânea, com a estimulada por BCG 

nem por PHA entre os pacientes dos três grupos. 

O presente trabalho se reveste de grande importância porque avaliou 

um suplemento nutricional enriquecido com TGF-β, oferecido por via oral para 

atingir o tecido alvo que é a mucosa intestinal. Por outro lado, o fato de se ter 

utilizado o sangue periférico para examinar resposta celular BCG específico 

sugere que o defeito imune é global e está associado com doença intestinal. 

Talvez fosse melhor considerar a DC como doença sistêmica com manifestações 

intestinais. Deveriam os pacientes com anormalidades histopatológicas similares 

em outros órgãos serem investigados para um defeito imune. Com a identificação 

de um fenótipo geral específico para DC, surgem novas questões.  
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Na genética da DC a frequência dos alelos predispondo a doença é alta 

na população geral, enquanto a correlação entre a presença de um dado alelo 

predispondo à doença e a doença clínica é baixa. O cromossomo 16 (NOD2, 

CARD15) e a região HLA no cromossomo 6 têm sido implicados na 

susceptibilidade da DC. Há confirmação de que a DC pode ser definida por 

genótipos específicos (79).  

Esses alelos CARD15 têm dado informações sobre fenótipos 

alternativos e, também, sobre o prognóstico de DC. Outros genes, como o IBD5 

(um haplótipo de 250 kb no 5q31 do grupo do gene da citocina) conferem 

susceptibilidade a DC independente de CARD15. E OCTN1/SLC22A4 e 

OCTN2/SLC22A5, representam os transportadores de cátion orgânico para 

epitélio, macrófagos e outros tipos de células. Todos esses genes estão 

associados com susceptibilidade à DC e, talvez, com a doença perianal, 

particularmente no contexto de CARD15 (79).  

Três loci genéticos NOD2/CARD15, ATG16L1, IRGM, preenchem estes 

critérios, no qual um ou mais polimorfismos predispõem especificamente a doença. 

NOD2 é um sensor bacteriano intracelular, enquanto ATG16L1 e IRGM estão 

envolvidos na autofagia, um processo implicado no clareamento de bactéria 

intracelular. Qual é o papel de autofagia na imunidade mediada por NOD2? O 

reconhecimento bacteriano por NOD2 e autofagia tem papel em modular a 

transcrição, transdução, ou a secreção de citocinas proinflamatórias? (20, 80, 81). 

Recentemente, Cooney e col. (81) demonstraram que NOD2 estimulado 

por muramildipeptideo (MDP) induz autofagia na célula dendrítica (CD). Esse 

efeito é necessário para o manejo da bactéria e geração de resposta de T CD4+ 

antígeno específico do complexo MHC II das CD. As CD de indivíduos com DC 

expressam variantes de NOD2 e ATG16L1 associados que são defeituosos na 

indução de autofagia, no tráfego bacteriano e na apresentação de antígeno. Os 

autores ligam dois genes da suscetibilidade da DC em uma via funcional simples e 

revelam defeitos nessa via de CD que poderia levar a persistência da bactéria por 
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alteração da via lisossomal e do clareamento da bactéria mediada pelo sistema 

imune. Embora a atenção tenha sido previamente focalizada nos genes HLA 

classe 1 e 2, o lócus também inclui genes do TNF-  e linfotoxina– . Certos 

haplótipos nessa região podem predizer a resposta para a terapia com anti-TNF- 

. 

Consequentemente, a imunodeficiência como origem da DC está cada 

vez mais se fortalecendo, com profundas implicações para o tratamento clínico 

dessa doença. Enquanto o tratamento corrente está direcionado para a 

imunossupressão da inflamação e é efetivo na fase secundária da doença, ele 

pode de fato exacerbar a anormalidade subjacente e, potencialmente, converter 

uma doença esporádica em uma condição recidivante crônica. Pode ser que 

promover uma estimulação imune em pacientes com doença quiescente possa 

ajudar a remissão e prevenir o intercurso da inflamação.  

Nesse sentido, os resultados do presente estudo mostram que um 

suplemento nutricional com proteínas do soro de leite enriquecido com TGF-  

aumentou o percentual de linfócitos T CD3, reduziu de modo significativo o 

percentual de linfoblastos TCD8+ (p=0,033) após 8 e 16 semanas de intervenção, 

reduziu a secreção de IFN-  estimulada por PHA e aumentou os valores de TGF-

2 no plasma com diferença estatística (p=0,011). 

Contudo, o suplemento não influenciou na proliferação TCD3, TCD4, 

TCD8 e TCR  BCG específica nem PHA inespecífica. Também não interferiu na 

secreção de TNF-α e IL-6 espontânea, estimulada por BCG nem por PHA. 

Consequentemente, embora a resposta TCD4+ possa na verdade ser o 

centro da inflamação associada à DC, seu recrutamento pode ser secundário às 

desordens da comunidade microbiana e ou do hospedeiro. Se for verdade, a 

terapia definitiva para DC necessitará de estratégias para determinar quais 

defeitos existem nos fatores etiológicos subjacentes: disbiose, integridade da 

barreira da mucosa, agentes microbianos, sistema imune inato, e ou 
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imunorregulação. Biomarcadores para diagnosticar esses defeitos e as terapias 

para corrigí-los, constituem a oportunidade para caracterizar definitivamente e 

curar essa categoria de doença (82).  

Desde 1980, os linfócitos T helper (Th) vêm sendo classificados em 

diferentes subpopulações Th1, Th2, Th17, T regulatórias, de acordo com o padrão 

de secreção de interleucinas. Nesse aspecto, a DC é considerada uma doença 

Th1 típica, e caracterizada pelo excesso de produção de IFN-γ no intestino 

inflamado. A importância da via Th1 na patogênese de DC é creditada como 

definitiva.  

Em relação ao grupo controle normal, os pacientes dos 3 grupos 

apresentaram acentuada redução na produção de IFN-  estimulada por BCG. 

(p<0,001) mas, elevados valores de IFN-  estimulada por PHA.  

IFN-γ pode ativar uma série de células imunocompetentes como 

macrófagos, células endoteliais e linfócitos e é um fator chave para a expressão 

de MHC classe II nas células apresentadoras de antígenos. Adicionalmente, IFN-γ, 

diminui a função da barreira epitelial e promove a migração do neutrófilo pela 

elevada expressão de quimiocinas e seus receptores. Na DC é observado nível 

elevado de IFN-γ na mucosa. Os dados aqui apresentados mostram que havia 

redução da secreção do IFN-γ estimulada com BCG justificada pela supressão de 

TNF-α com anti- TNF-α, mas não inibiu a secreção estimulada por PHA que é 

inespecífica, sugerindo um estado de ativação dessas células. 

Estudo do balanço Th1/Th17 dos linfócitos TCD4+ avaliado por meio do 

eixo IL23/IL17 em linfócitos TCD4+ do sangue periférico e de lâmina própria de 

pacientes mostrou aumento significante de produção de IFN-γ nas células TCD4+ 

da lâmina própria. IL-23 compartilha a subunidade p40 com IL-12, direciona a 

inflamação crônica, e constitui a principal citocina na pesquisa da imunidade inata 

com papel mais relevante do que a IL-12 na patogenia das doenças inflamatórias. 

Além disso, IL-23 promove a sobrevida das células Th17 (83).  
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Th17 são caracterizadas como produtoras preferencialmente de IL-17 A, 

IL-17 F, IL-21 e IL-22, e mediam mecanismos de defesa para várias infecções, 

especialmente bactérias extracelulares e estão envolvidas na patogênese de 

muitas doenças autoimunes. Os receptores para IL-17 e IL-22 estão amplamente 

expressos sobre vários tecidos epiteliais. As citocinas efetoras das células Th17, 

além do mais, mediam a comunicação essencial entre o sistema imune e os 

tecidos e tem papel indispensável na imunidade tecidual (83). 

 Annunziato e col. (14) observaram a presença de células T 

produzindo IL-17 no intestino de pacientes com DC. Essas células também 

expressavam IFN- , IL-23R, IL-6, CCR6. Camundongos deficientes em expressão 

de IL-17R A mostram reduzida emigração de polimorfonucleares para dentro do 

cólon assim como reduzida quantidade de CXCL2.  

 Está em desenvolvimento um anticorpo anti-IL17 para empregar na 

psoríase e DC, mas será importante entender se essa estratégia terá algum 

benefício comparado com anti-TNF-  dado a natureza cooperativa entre TNF-   e 

IL-17  na indução de quimiocinas como ICAM1 e CXC nas células epiteliais. 

 Contudo, ainda não estão completamente estabelecidas as 

condições que promovem a diferenciação de Th17. Segundo, como IL-6, TGF- , 

IL-23 e outros fatores controlam as células Th17 in vivo sob várias condições 

inflamatórias ainda não está esclarecido. As respostas a essas questões são 

importantes para o desenvolvimento de futuras estratégias terapêuticas. As 

citocinas efetoras IL-17, IL-22, IL-21 são alvo potencial do futuro terapêutico (14).  

Evidências acumuladas indicam que ativação não controlada de 

linfócitos T é o mecanismo central da patogenia envolvida no início e na regulação 

do processo inflamatório (84). As células T na lâmina própria na DII estão 

caracterizadas por um aumento na proliferação e tráfego de linfócitos T dentro da 

mucosa intestinal, (85) produção exagerada de citocinas inflamatórias e uma 

resistência contra apoptose, a qual leva ao acúmulo de células T e perpetuação da 
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resposta inflamatória (86).  

Há evidências de que a IL-6 pró-inflamatória é crucial no processo 

inflamatório intestinal não controlado. Há elevada produção de IL-6 e de seu 

receptor solúvel (SIL-6R) pelos macrófagos intestinais e células TCD4+. A 

formação dos complexos IL-6 SIL-6R interagem com gp130 na membrana TCD4+ 

(trans-sinalização) levando a uma elevada expressão e translocação nuclear de 

STAT3, a qual causa indução de genes anti-apoptóticos, tais como Bcl-xl. Isto leva 

a uma alta resistência à apoptose das células T da lâmina própria. A expansão 

subsequente de células T contribui para a perpetuação da inflamação intestinal 

crônica. Esse entendimento referente ao papel patogênico predominante de uma 

cascata inflamatória dependente de IL-6 pode levar ao desenvolvimento de novas 

estratégias terapêuticas no tratamento dessa doença (87). 

A perda de tolerância aos antígenos e a resposta exacerbada do 

sistema imune da mucosa intestinal, levam a uma ativação de populações 

celulares centrais e consequente desregulação da homeostasia de mucosa. Esse 

mecanismo emerge como evento chave na patogenia de DII. A ativação 

subsequente das populações imunes centrais é acompanhada pela produção de 

vários mediadores da inflamação que aumentam o processo inflamatório e 

destruição do tecido (87). 

A mucosa dos pacientes com DC é dominada por TCD4+ com fenótipo 

Th1, caracterizado por produção de IFN-  e IL-2. Enquanto a mucosa de RCU é 

dominada por TCD4+ com fenótipo atípico Th2 caracterizado pela produção de IL-

5 e IL-13, mas não de IL-4. Essa diferenciação é apoiada pelo fato de que a 

concentração de IL-12 é significantemente mais alta na DC do que na RCU. Além 

disso, macrófagos na DC e na RCU são as principais produtoras de IL-1 e TNF- . 

Esse excesso de citocinas pró-inflamatórias está envolvido na promoção de 

processo inflamatório, tanto através de ativação de células T e B ou indução de 

fibrogênese, produção de colágeno, ativação das metaloproteinases do tecido, ou 

ativação da cascata da coagulação a qual sucede na manifestação da doença 
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através do aumento do processo inflamatório. As citocinas são alvos ideais 

acessíveis para terapias imunossupressoras ou imunomodulatórias (88). 

Em relação à secreção de IL-6 espontânea, estimulada por BCG e por 

PHA, observamos que a suplementação nutricional não influenciou a secreção de 

IL-6 espontânea, estimulada por BCG nem por PHA. Foram observados valores 

muito elevados de IL-6 espontânea nos grupos IN e CI e mais baixos no grupo CII 

(p=0,012) e também para IL-6 estimulada com PHA (p=0.033). O CII mostra 

controle na secreção espontânea e estimulada por PHA.  Diferente da TNF-α 

houve acentuada resposta na secreção de IL-6 estimulada com BCG e com PHA 

em relação à espontânea, indicando que ela é independente do circuito de TNF-α. 

Os valores de IL-6 espontânea e estimulado por BCG são muito elevados, 

indicando que o suplemento, anti-TNFα e aza não conseguem reduzir esses 

valores. 

Em contraste com o paradigma predominante de uma diferenciação 

Th1/Th2 na DC e na RCU, a IL-6 tem papel patogênico em ambas as doenças. Na 

DC, IL-6 é substancialmente elevada nos pacientes (89). 

Além disso, no soro, IL-6 é um parâmetro clínico relevante para DC e se 

correlaciona com atividade inflamatória (90). Nos pacientes com recidivas da DC, 

a frequência de recidivas é bem correlacionada com o nível sérico de IL-6 durante 

a remissão. Além disso, é demonstrado que as concentrações elevadas de IL-6 

nos pacientes com remissão induzida por corticoide é altamente preditivo para 

uma recaída da doença (91). 

Foi amplamente discutido IL-6 sérico em pacientes com DC como 

indicador para estratificar pacientes com alto risco de recidivas e desenvolvimento 

de dependência aos corticoides (90). Nesse contexto, deve ser considerado que 

corticoides na doença de Crohn aguda suprime os níveis séricos de IL-6. Esse 

efeito foi observado, também, no tratamento da RCU, com inibição da produção de 

IL-6 pelas células mononucleares da lâmina própria (92). Nos pacientes que 
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sofreram cirurgia com doença crônica ativa não houve supressão da produção de 

IL-6 pelas células mononucleares da lâmina própria pela terapia com corticoides 

(92).  

Esses dados são consistentes com resultados das medidas de IL-6 na 

mucosa intestinal, onde RNA mensageiro de IL-6 estava elevado em biópsia de 

mucosa colônica de pacientes com DC.  Experimentos in vitro também 

confirmaram produção elevada de IL-6 das células mononucleares da lâmina 

própria. 

Em relação à secreção de TGF- 2 a suplementação aumentou os 

valores no plasma com diferença estatística. TGF-  é considerada uma citocina 

pleiotrópica e sua principal característica é atuar na proliferação e diferenciação 

celular, reparação tecidual (cicatrização), embriogênese, angiogênese e induzir 

apoptose. TGF-  é produzida por células epiteliais, endoteliais, células do tecido 

conjuntivo, neural e hematopoiéticas que apresentam receptores para TGF-  (93).       

Atua como um potente inibidor de diferentes células, em especial das 

células epiteliais. Existem enzimas capazes de regular a degradação dos 

componentes da sinalização de TGF-  por um sistema de proteólise que é 

dependente de ubiquitinação. O desequilíbrio da via de ubiquitinação pode estar 

associado à perda da responsividade ao efeito anti-proliferativo de TGF- . TGF-  

regula a produção de matriz extracelular (MEC), e provoca a diminuição da 

produção de enzimas que degradam essa matriz (colagenase, heparinase). Na 

cicatrização, TGF- , induz a produção de componentes da MEC, MMP-2 

(metaloproteinase da matriz -2) e MMP-9 (metaloproteinase da matriz -9), que 

facilitam a migração dos queratinócitos da membrana basal para a região lesada, 

acelerando o processo de cicatrização (94). 

A sinalização do TGF-  gera inibição da proliferação celular. Em células 

epiteliais, endoteliais, hematopoiéticas, neurais e certos tipos de células 

mesenquimais, o fator é capaz de induzir respostas antiproliferativas em qualquer 
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ponto do ciclo celular. Em células normais, age como supressor de tumor, uma vez 

que inibe a proliferação celular ou promove diferenciação ou apoptose (95). 

TGF-  também possui a habilidade de induzir um processo denominado 

epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) que inibe a produção de proteínas 

envolvidas na adesão celular e aumento da produção de MEC que estimulam 

propriedades migratórias e invasivas da célula (93).  

Em relação à secreção de TNF-α espontânea, estimulada por BCG e 

por PHA, observamos que: a suplementação nutricional não influenciou a 

secreção de TNF-α espontânea, estimulada por BCG nem por PHA. Embora os 

pacientes dos grupos IN (p<0,001) e CI (p<0,001) apresentassem TNF-α 

espontânea com valores iniciais mais altos do que os controles normais, não se 

observaram diferenças significativas entre a secreção de TNF-α espontânea, com 

a estimulada por BCG nem por PHA entre os pacientes dos três grupos. Isso 

indica baixa resposta de secreção de TNF-α ao estímulo com BCG, talvez pelo uso 

de anti-TNF-α e aza nos pacientes. No entanto, houve diferença altamente 

significativa quando se compara entre os controles normais, a secreção de TNF-α 

espontânea e estimulada com PHA com a estimulada por BCG, indicando a 

elevada resposta ao BCG nos normais e a imunodeficiência nos pacientes. O 

grupo CI reduziu (p=0,022) os valores de TNF-α espontânea após 16 semanas de 

seguimento. O grupo CII apresentou baixos valores (p<0,001) de TNF-α 

espontânea quando comparado aos grupos IN e CI e similar aos controles normais.  

Discutiremos apenas se o anti-TNF-α teve influência nesses achados. 

Em relação aos efeitos adversos da associação de corticoides e anti-TNF-  na DC 

há relatos de elevado risco para infecção por cândida, herpes Zooster, doenças 

desmielinizantes e displasia cervical (96). Também são relatados novos casos de 

tuberculose ativa em pacientes tratados com todos os anti-TNF-  disponíveis 

devido a falta de adesão às recomendações para prevenir reativação de infecção 

de tuberculose latente (97). Vários estudos têm confirmado o alto risco para 
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tuberculose posto pelos anticorpos anti-TNF-α comparado com o receptor TNF-α 

solúvel, particularmente com relação à reativação de tuberculose latente (98).  

Tomados em conjunto, esse trabalho traz resultados inéditos sobre a 

resposta ao BCG em pacientes com DC sob terapia com aza e anti-TNF-α e 

mostra a relevância de terapia imunomoduladora por via oral. 



- 137 - 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6. CONCLUSÕES 
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1. A suplementação nutricional aumentou o percentual de linfócitos 

TCD3, reduziu de modo significativo o percentual de linfoblastos TCD8 (p = 0,033) 

após 8 e 16 semanas de intervenção, reduziu a secreção de IFN-  estimulada por 

PHA e aumentou os valores de TGF- 2 no plasma com diferença estatística (p = 

0,011). 

2. A suplementação nutricional não influenciou na proliferação TCD3, 

TCD4, TCD8 e TCR  BCG específico nem PHA inespecífica. Também não 

interferiu na secreção de TNF-α e IL-6 espontânea, estimulada por BCG nem por 

PHA. 

3. Os pacientes com DC constituíram um grupo significativamente 

diferente do grupo controle normal nos parâmetros de proliferação celular BCG 

específico e secreção de TNF-α e IFN-γ estimulados com BCG. Linfoblastos TCD3 

BCG especifico foi significativamente mais baixo nos grupos IN (p<0,001) CI 

(p<0,013) CII (p<0,001) do que no grupo normal com baixa resposta de secreção 

de TNF-α ao estímulo com BCG, talvez pelo uso do anti-TNF-α e aza nos 

pacientes. Embora os pacientes dos grupos IN (p<0,001) e CI (p<0,001) 

apresentassem TNF-α espontânea com valores iniciais mais altos do que os 

controles normais, não se observaram diferença significativa entre a secreção de 

TNF-α espontânea, com a estimulada por BCG nem por PHA entre os pacientes 

dos três grupos. 

4. Entre os pacientes com DC os percentuais de linfócitos T eram 

semelhantes, mas o percentual de linfoblastos TCD3 no grupo CII foi maior 

(p=0,019) e de TCD8 menor (p=0,04) do que no grupo IN, justificando porque o 

grupo CII estava fora do tratamento com anti-TNF-α e recebiam apenas aza. Os 

grupos IN e CI apresentaram mais semelhanças nesses parâmetros. 

5. Em relação ao grupo controle normal, os pacientes dos 3 grupos 

apresentaram acentuada redução na produção de IFN-  estimulada por BCG. 

(p<0,001) mas, elevados valores de IFN-  estimulada por PHA.  

6. Foram observados valores muito elevados de IL-6 espontânea nos 

grupos IN e CI e mais baixos no grupo CII (p=0,012) e também para IL-6 
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estimulada com PHA (p=0.033). O CII mostra controle na secreção espontânea e 

estimulada por PHA.  
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8.1. Laudo emitido pelo ITAL antes do embalo. 
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8.2. Laudo emitido pelo ITAL após, irradiação. 
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8.3. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA OS PAIS 
OU RESPONSÁVEIS DO PACIENTES MENORES DE IDADE COM DOENÇA DE 
CROHN 

Declaro, por livre e espontânea vontade, que permito a participação de, 
_____________________________________________, com idade de ____ anos e HC 
de no ___________ sob registro de nascimento __________________________ que se 
encontra sob responsabilidade de__________________________________, com idade 
de ______ anos, com o RG de no.___________, residente na Rua 
________________________________________________________, cujo grau de 
parentesco é ___________________, na pesquisa intitulada “Avaliação do efeito da 
suplementação com proteínas do soro de leite e TGF-beta, sobre o estado 
nutricional e a função de linfócitos em  pacientes com Doença de Crohn”, projeto de 
tese de doutorado da aluna Taciana Davanço, promovido pelo Departamento de Pediatria 
da Faculdade de Ciências Médicas (FCM) da Unicamp, com orientação da Profa Dra. 
Elizete Ap. Lomazi Costa Pinto e com co-orientação da Profa. Dra. Maria Marluce Dos 
Santos Vilela 

 Esta pesquisa tem o objetivo de, através da suplementação alimentar com 
proteínas do soro de leite e o TGF-beta, recuperar ou manter o estado nutricional  e 
melhorar a resposta inflamatória dos pacientes com a doença de Crohn. 

Atesto que recebi esclarecimentos quanto aos propósitos e procedimentos a 
serem utilizados durante o estudo, tais como:  

a) entrevista com profissional das áreas de nutrição e medicina; 
b) coleta de 30 ml de sangue para a realização de exames  
c) exames antropométricos (peso, altura, pregas cutâneas)  
d) ingestão do suplemento alimentar que for proposto; 
e) fornecimento de informações referentes à ingestão alimentar. 

 
Comprometo-me a oferecer o suplemento alimentar fornecido, bem como, seguir 

às orientações recebidas quanto ao seu uso, tendo a garantia de receber resposta a 
qualquer pergunta e, esclarecimento a qualquer dúvida acerca dos assuntos relacionados 
à pesquisa e a suplementação alimentar. 

Estou ciente que não receberei remuneração em troca da participação, que os 
dados obtidos serão mantidos em sigilo, que posso deixar de participar da pesquisa no 
momento em que desejar e, que a desistência não influenciará no atendimento que venho 
recebendo. 

 
De acordo, 
 
Responsável pelo Participante: ______________________________________________ 
Taciana Davanço (telefone 19 3289-6554): ____________________________________ 
Profa. Dra. Elizete AP. Lomazi Costa Pinto (telefone 19 3521-861):________________ 
Profa Dra. Maria Marluce dos S. Vilela (telefone 19 3521-8963):__________________ 
 
Campinas,____ de ______________ de 2008. 
 
Secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de Clínicas- UNICAMP: 19-3521-
8936  
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8.4. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA 
PACIENTES ADULTOS COM DOENÇA DE CROHN 

Eu, __________________________________________ , com idade de ____ anos e HC 
de no ___________, RG_______________,permito por livre e espontânea vontade a 
minha participação na pesquisa intitulada “Avaliação do efeito da suplementação com 
proteínas do soro de leite e TGF-beta, sobre o estado nutricional e a função de 
linfócitos em  pacientes com Doença de Crohn”, projeto de tese de doutorado da aluna 
Taciana Davanço, promovido pelo Departamento de Pediatria da Faculdade de Ciências 
Médicas (FCM) da Unicamp, com orientação da Profa Dra. Elizete Ap. Lomazi Costa Pinto 
e com co-orientação da Profa. Dra. Maria Marluce Dos Santos Vilela 

 Esta pesquisa tem o objetivo de, através da suplementação alimentar com 
proteínas do soro de leite e o TGF-beta, recuperar ou manter o estado nutricional  e 
melhorar a resposta inflamatória dos pacientes com a doença de Crohn. 

Atesto que recebi esclarecimentos quanto aos propósitos e procedimentos a 
serem utilizados durante o estudo, tais como:  

 

a) entrevista com profissional das áreas de nutrição e medicina; 
b) coleta de 30 ml de sangue para a realização de exames  
c) exames antropométricos (peso, altura, pregas cutâneas)  
d) ingestão do suplemento alimentar que for proposto; 
e) fornecimento de informações referentes à ingestão alimentar. 

 
Comprometo-me a ingerir o suplemento alimentar fornecido, bem como, seguir às 

orientações recebidas quanto ao seu uso, tendo a garantia de receber resposta a 
qualquer pergunta e, esclarecimento a qualquer dúvida acerca dos assuntos relacionados 
à pesquisa e a suplementação alimentar. 

Estou ciente que não receberei remuneração em troca da participação, que os 
dados obtidos serão mantidos em sigilo, que posso deixar de participar da pesquisa no 
momento em que desejar e, que a desistência não influenciará no atendimento que venho 
recebendo. 

 
De acordo, 
 
Responsável:___________________________________________________________ 
Taciana Davanço (telefone 19 3289-6554): __________________________________ 
Profa. Dra. Elizete AP. Lomazi Costa Pinto (telefone 19 3521-7861):_______________ 
Profa Dra. Maria Marluce dos S. Vilela (telefone 19 3521-8963): __________________ 
 
Campinas,____ de ______________ de 2008. 
 
Secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de Clínicas- UNICAMP: 19-3521-
8936 
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8.5 Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP)  
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8.6. Pôster apresentado no Congresso Brasileiro de Coloproctologia  
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8.7. Pôster apresentado no Congresso Brasileiro de Coloproctologia 
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8.8. Pôster apresentado no Congresso Brasileiro de Imunologia. 

 


