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RESUMO

XXXVii



A doenca de Crohn (DC) é uma doencga crénica inflamatéria que acomete o trato
gastrointestinal (TGl) com repercussdao sistémica. Existe uma interacdo de
agentes patogénicos, tais como a microbiota intestinal e a imunidade de mucosa
em individuos geneticamente susceptiveis. DC é mediada por uma resposta T
helper 1 (Th1). Atualmente, dietas compostas de proteinas de soro de leite bovino
enriguecidas com TGF-B poderiam indicar uma alternativa para controlar a doencga,
ja que ndo sdo uma opcao invasiva, resultando em uma melhoria na qualidade de

vida dos pacientes.

Objetivos: Avaliar a influéncia da suplementacao nutricional oral com proteinas de
soro de leite bovino enriquecido com TGF-B 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-a e
azatioprina participaram de um ensaio clinico, prospectivo, de intervengao
nutricional com um concentrado de proteinas de soro de leite bovino enriquecido
com TGF-B durante 16 semanas. Os grupos de comparagdo sem suplementacao
nutricional foram compostos por 10 pacientes com DC sob terapia com anti-TNF-a
e azatioprina, 11 pacientes em uso apenas de azatioprina e 21 individuos normais
como controle. A imunidade celular para o BCG foi caracterizada pela proliferacao
linfocitaria (por citometria de fluxo) em cultura de células mononucleares de
sangue periférico e a producédo de citocinas (IFN-y, TNF-a e IL-6, dosadas por
ELISA) em sobrenadante de cultura. Foi realizada a fenotipagem de
subpopulacdes de linfécitos T em sangue periférico e a dosagem de TGF-B2 e
TGF-B3 em soro e plasma por ELISA.

Resultados: Em pacientes com DC, a suplementacao nutricional com um
concentrado de proteinas de soro de leite bovino enriquecido com TGF-B
aumentou o percentual de linfécitos T em sangue periférico e a concentragéo de
TGF-B2 no plasma, ap6s as 16 semanas de intervencdo. Os pacientes
apresentaram proliferacao de subpopulagées de linfécitos T (CD4+, CD8+ e TCR

Resumo
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yo+) e a producédo de IFN-y, TNF-a e IL-6 BCG especificas, que nao diferiram no
inicio e no fim da suplementacdo nutricional. Com relacdo ao grupo controle
normal, os trés grupos de pacientes com DC apresentaram menor concentragao
de IFN-y BCG especifica.

Conclusao: Assim, conclui-se que, uma dieta baseada em proteinas de soro de

leite bovino enriquecido com TGF-B pode levar a uma imunomodulagéo sistémica.
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ABSTRACT
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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-B 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-B on the BCG cellular immune response
in patients with Crohn's disease.

Methods: Twenty-two CD patients who were under anti-TNF-o and azathioprine
therapy took part in a prospective, clinical trial of nutritional intervention with bovine
whey proteins enriched with TGF-B for 16 weeks. As comparison groups without
nutritional supplementation, 10 CD patients under anti-TNF-o 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-y, TNF-a and IL-6, by ELISA) on supernatant cultures.
Immunophenotyping of T cell subpopulations in peripheral blood and TGF-f2 and
TGF-B3 plasma and serum levels were also evaluated in CD patients.

Results: Nutritional supplementation with concentrated whey proteins enriched
with TGF-B increased T lymphocyte percentage in peripheral blood and plasma
TGF-B2 concentration after 16 weeks of intervention in DC patients. They showed
BCG-specific proliferation of CD4+, CD8+ and TCRyd+ T lymphocytes and IFN-y,
TNF-a 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-y production.

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

enriched with TGF-B can lead to a systemic immunomodulation.
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1.1. Doenca Inflamatdria Intestinal

O termo doencga inflamatéria intestinal (DIl) inclui um grupo de doencas,
como a Doenca 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 anus (1).

1.2. A Doenca de Crohn

A Doenca de Crohn (DC) é uma doenca inflamatéria crénica complexa,
de etiologia desconhecida. E caracterizada por inflamagdo focal ou segmentar
transmural que pode ocorrer em qualquer parte do trato gastrointestinal, com
periodos de agudizacao e formacao de granulomas. Esta inflamacao transmural
rompe a integridade da mucosa intestinal, favorecendo o desenvolvimento de
abscessos e fistulas (2). A inflamacao intestinal inicia-se e perpetua-se por meio
de uma resposta imunolégica a antigenos desconhecidos num hospedeiro
geneticamente susceptivel (3). Pode envolver, também, o sistema musculo-

esquelético, pele e olhos (4).

E importante considerar que embora a DC possa afetar qualquer porgdo
do trato digestivo, ela afeta o ileo e o ceco em 40% dos casos, o intestino delgado

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

1.2.1. Epidemiologia

A DC pode ocorrer em qualquer idade, mas o maior nimero de casos
surge, geralmente, na segunda e terceira década de vida, ocorrendo outro pico,
embora menor, entre os 60 e 80 anos (5).

A incidéncia da DC varia de acordo com as regides geograficas, o que
podera sugerir a intervencdo de fatores ambientais. Na Asia e na América do Sul
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as taxas de incidéncia sao de 0,08 por 100.000 habitantes. J& nos EUA a
incidéncia é de 7 para 100.000 habitantes. Nao ha predominancia de sexo (6).

No Brasil, sdo poucos os estudos sobre os aspectos epidemioldgicos
das DII. A maioria deles apenas descreve as caracteristicas clinicas e a frequéncia
de internacdo, sem qualquer referéncia a incidéncia e prevaléncia dessas doencas
em termos de populagédo. Dados recentes mostram que as internacdes devido as
DIl tém se tornado mais frequentes, com predominio de DC em comparacado com
RCU (7, 8).

1.2.2. Etiologia e Patogénese

Sua etiologia ainda nao esta definida, mas acredita-se que o0s
resultados de uma inflamacao inapropriada e uma ativagao crénica do sistema
imune da mucosa (inata e adaptativa) em um hospedeiro geneticamente suscetivel,
e a microflora entérica desempenham um papel central no inicio € na manutencao

da doenca (9).

Quatro hipoteses tém sido propostas para explicar essa etiologia

desconhecida:

B Desequilibrio dos sistemas imunes inato e adaptativo: Estudos in
vitro e in vivo sugerem que a DC pode ser desencadeada por uma disfuncao de
componentes do sistema imune inato como neutréfilos, mondcitos e células
dendriticas (CD), (10). Da mesma maneira que na ativacdo do sistema inato, a
ativacao do sistema imune adaptativo resulta na produgéo de interleucinas (IL) que
irdo mediar a diferenciacao, proliferacdo e apoptose de células T, B e macrofagos
(11). O sistema imune adaptativo desempenha um papel essencial na patogénese
da DC. A natureza das respostas imunes e o tipo de citocinas produzidas
determinam as caracteristicas do processo inflamatério (12).

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

helper 1 (Th1). H& evidéncias de uma imunorregulacdo defeituosa na
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diferenciacao das células T CD4 para células Th1, principalmente de interleucina
12 (IL-12) e interleucina 18 (IL-18) que estédo elevadas na mucosa dos individuos
com DC. Ha, também, liberacao de grandes quantidades de interferon-gama (IFN-
y) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) pelas células T CD4" (13).

E importante ressaltar que os padrées Th1 e Th2 tendem a uma inibicdo
mutua. Novas subpopulacdes de células T efetoras sdo conhecidas como Treg e a
mais recente subpopulacdo Th identificada, distinta de ThO, Th1 e Th2 é a
chamada Th17, que representa uma nova subpopulacdo de TCD4+, a qual
protege contra agentes extracelulares e sdo responsaveis por doenca autoimune
em camundongos. Foi demonstrada que a presenca de Th17 no intestino de
individuos com DC é capaz de cooperar com o linfocito B, apresentando baixa
citotoxicidade e susceptibilidade para regulagéo (14).

E provavel que as bactérias da microbiota intestinal de individuos
geneticamente susceptiveis a DC sejam as responsaveis pela inducao deste
desequilibrio na secrecao de interleucinas (15). Na DC, os macréfagos e as CD
nao sé estdo aumentados em numero, como também expressam de forma
exagerada toll like 2 (TLR2) e toll like 4 (TLR4), moléculas co-estimuladoras
produzindo citocinas proé-inflamatérias como IL-12 e IL-6, com a consequente
ativacao de células Th1 (16). Além disso, as CD produzem menos IL-10, o que
diminui as respostas reguladoras (17).

B Defeitos na funcao de barreira da mucosa intestinal: No intestino,
o sistema imune da mucosa deve manter a capacidade de tolerancia as bactérias
comensais e aos alimentos, mas também desenvolver respostas de defesa

perante 0s agentes patogénicos (12).

A microbiota intestinal normal e o sistema imune associado a mucosa
representam a primeira linha de defesa contra varios patégenos. A microbiota ativa
a imunidade inata e a resposta imune adaptativa, além de modular as reacdes de
hipersensibilidade. Apds o reconhecimento e apresentacdo do antigeno ocorre a
construgcdo de uma resposta imune, a qual podera ter papel na protecdo, na
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tolerancia ou na doenca (17).

As células epiteliais atuam como uma barreira inicial na prevencéao de
penetragdo de antigenos na mucosa intestinal. Defeitos nesta barreira epitelial do
sistema imune da mucosa de individuos com DC sao caracterizados por
diminuicdo da integridade epitelial, da permeabilidade e da composi¢cdo anormal
de muco podendo resultar na elevada producédo de citocinas pré-inflamatérias
como TNF-a e IL-1-B, (18). H& maior expressdo de IL-12, TNF-a e IFN-y na
mucosa intestinal, e nas areas de inflamacgao aguda ha elevada taxa de apoptose
das células epiteliais e aumento da proliferacdo das células nas criptas. Algumas
interleucinas como IL-4, IL-10 e fator transformador de crescimento beta (TGF-B),
tém efeitos antiinflamatérios (19).

B Disbiose da microbiota comensal: Ocorre uma alteragdo no
equilibrio entre os microrganismos protetores e o0s agentes patogénicos da
microbiota intestinal, o que resulta numa inflamagéo intestinal crénica em

individuos geneticamente susceptiveis (20).

B Infeccao por bactérias persistentes: As semelhangas entre DC e
algumas formas de enterocolite sdo propostas como evidéncia 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. col) e Mycobacterium avium subespécie
paratuberculosis (MAP), (21).

O MAP é o agente que mais tém sido alvo de investigagdes no sentido
de se estabelecer alguma relagdo com a DC. E uma micobactéria atipica, que
causa a doenca de Johne’s, uma infecgcao sistémica e uma inflamacao crénica do
intestino que afeta ruminantes e outros animais, e que é muito semelhante a DC.

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

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

manutencdo da homeostasia intestinal, mas, que raramente causa doenca. No
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entanto, existem algumas cepas patogénicas que tém a capacidade de
desencadear respostas inflamatérias exacerbadas. Essas bactérias patogénicas
tém a capacidade de ultrapassar a barreira do epitélio intestinal e multiplicar-se no
interior dos macréfagos induzindo a producdo de TNF-a e IFN-y, podendo estar

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

1.2.3. A genéticae aDC

Varios loci de suscetibilidade para DC ja foram identificados e o mais
forte € o CARD15. Contudo, polimorfismos ocorrem em apenas 40% dos
pacientes (aqueles com doenca no ileo) e em 15% dos individuos sadios (20).

O gene NOD2/CARD15 foi o primeiro gene que se descobriu
relacionado a DC. Ele codifica a proteina citoplasmatica NOD2, expressa nos
macrofagos, neutrofilos, linfécitos B e T, CD, células de Paneth e nas células
epiteliais intestinais (CEl) que reconhece o dipeptideo muramil (MDP),
componente do peptideoglicano da parede de bactérias gram-positivas e
negativas. O receptor citoplasmatico NOD2 esta expresso, principalmente, em
fagdcitos mononucleares da luz intestinal. A ligagdo de MDP com o NOD2 ativa a
transcricdo do fator nuclear de ativacao xB (NFkB) levando a transcricdo de genes

de citocinas pro-inflamatorias (24).

Esse gene é responsavel pela expressao de varias moléculas
protetoras essenciais para uma eficaz eliminacdo bacteriana: as defensinas (24).
Produzidas pelas células de Paneth (um tipo de CEI especializadas), as
defensinas sdo péptidos antibidticos naturais que representam um importante
mecanismo de defesa da imunidade inata, sendo que eliminam rapidamente os
microorganismos, ajudando a prevenir a invasdo bacteriana da mucosa intestinal e
mantendo uma homeostasia no local (24). As muta¢cdées no gene NOD2/CARD15
estdo presentes em até 30% dos individuos com DC (25). Os portadores
heterozigbticos tém o risco aumentado de doenga de cerca de 2-4 vezes e 0s
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homozigoticos de cerca de 20-40 vezes (25).

As mutacbes podem levar a consequéncias como a diminuicdo do
reconhecimento bacteriano e da producéo de citocinas como IL-1 e de quimiocinas
como a IL-8, o que pode resultar no defeito da eliminacao de bactérias invasoras e
aumento das infecgdes (26). Pode ocorrer, também, a diminuicdo de citocinas
antiinflamatérias como a IL-10 pelas CD e consequente perda de respostas
imunes reguladoras, o que poderia resultar em respostas inflamatérias exageradas
(25).

Os TLRs constituem uma familia de cerca de onze receptores
transmembranares, sendo expressos na superficie dos mondcitos, macréfagos,
CD e CEI (26). Sao proteinas de reconhecimento do sistema imune inato da
mucosa, que reconhecem diferentes classes de produtos microbianos, atuando na
homeostasia intestinal e no controle de infeccbes por meio da ativacdo do NF-kB
(27).

A interagdo das bactérias comensais com os TLR2 e TLR4 contribui
para a manutencao da integridade da barreira epitelial por meio da producéo de
IL-6 e TNF-a, apesar dessas citocinas estarem associadas com o
desencadeamento de mecanismos inflamatérios, também desempenham um

papel protetor (28).

1.2.4. Caracteristicas Clinicas

DC engloba um espectro de padrdes clinicos e patologicos e pode ser
manifestada por acometimento focal, assimétrico, transmural e, ocasionalmente,
inflamacao granulomatosa que acomete o trato gastrointestinal, com o potencial
de complicacoes sistémicas ou extraintestinais (1). Quando a doenca esta ativa, o
paciente pode apresentar fraqueza, palidez, febre, fadiga, com aparéncia de
doenca crbnica. A diarreia esta presente na maioria dos casos, mas a gravidade é

dependente do local anatémico e do processo da doenga (1).

Introducéo
-54 -



Uma das manifestagbes extraintestinais mais comum € a artrite. Os dois
tipos de envolvimento articular incluem artrite periférica e espondilite anquilosante.
A artrite periférica afeta as grandes articulacbes 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 complicac6es oculares (uveite, ceratopatia, episclerite e olhos secos)
decorrentes do processo inflamatério ou do tratamento da doenca com
corticosteroides (30).

1.2.5. Tratamentos utilizados na DC

O tratamento da doenca de Crohn é definido segundo sua localizacéo,
grau de atividade e complicacdes. As opcdes sao individualizadas de acordo com
a resposta sintomatica e a tolerancia ao tratamento. Definir o grau de atividade é
complicado devido & multiplicidade de sintomas possiveis. O Indice de Atividade
da Doenga (IADC) também pode ser utilizado para classificar os pacientes de
acordo com a intensidade de atividade inflamatéria (31):

B em remissdo: pacientes com IADC abaixo de 150;
B doenca leve a moderada: IADC entre 150-219;

B doenca moderada a grave: IADC entre 220-450;
B doenca grave a fulminante: IADC acima de 450.

Na DC sao utilizados tratamentos farmacoldgicos que incluem os
aminossalicilatos, antibiéticos, corticosteroides e outros imunossupressores, e
tratamento cirdrgico que tem por objetivo diminuir os sintomas da fase aguda e
manter a remissao clinica da doenca (32).

A escolha dos farmacos depende da gravidade e localizagcdo da

doenca, dos seus efeitos secundarios, se pretende-se induzir uma remissao ou se
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€ necessaria uma terapéutica de manutencao, de aspectos emocionais e sociais,
e da eficacia comprovada e perfil de seguranca dos farmacos (3). Ainda ha casos
que nao respondem totalmente a estas terapéuticas, que sao utilizadas como
primeira linha na DC com atividade leve. Por outro lado os imunossupressores,
terapia bioldgica e corticoides sistémicos estdo reservados para os casos de
atividade moderada a grave (3).

B Aminossalicilatos: Sao utilizados a sulfasalazina e a mesalazina na
DC com atividade leve. Estes farmacos tém efeito antiinflamatério. O agente 5-
ASA é funcionalmente ativo, bloqueando a produgdo de prostaglandinas e
leucotrienos, inibindo o peptideo bacteriano capaz de induzir a quimiotaxia dos
neutréfilos e a secregcao de adenosina induzida, que retira os metabdlicos reativos
do oxigénio e inibe a ativacdo do NF-«kB (33).

B Corticosteroides: Sao utilizados quando o 5-ASA se mostra
ineficiente. Eles, geralmente, agem pelas mesmas propriedades funcionais
relativas dos processos inflamatérios. Parecem controlar a doenca de uma
maneira complexa, o que pode incluir a modulagao de fosfolipase A, IL-1, TNF-a,
molécula-1 de aderéncia aos leucécitos endoteliais (ELAM-1) e molécula-1 de
aderéncia intercelular (ICAM-1) e a lise dos linfécitos e dos eosindfilos (34).

B Antibioticos: Sao utilizados na inducéo da remissao e na manutengao
da DC, visto o papel das bactérias na patogénese da DC. Os farmacos geralmente
utilizados sdo o metronidazol e a ciprofloxacina, que atuam nos microrganismos

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

B Imunossupressores: Os mais utilizados sdo a azatioprina (AZA) e
seu metabdlito ativo 6-mercaptopurina (6-MP) e o metotrexate (MTX). A AZA e a
6-MP sdo membros da classe das tiopurinas, com inicio de acao lento (cerca de 3
meses), mas com eficacia demonstrada no tratamento da DC (36). Eles interferem
na sintese de &cidos nucleicos, tém efeitos anti-proliferativos nos linfcitos
induzindo a apoptose dessas células (37). A AZA e a 6-MP apresentam um
conjunto de efeitos secundarios que podem ser dose-dependentes, associados a
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producédo de metabdlitos potencialmente téxicos ocasionando mal-estar, nauseas,
complicagdes infecciosas, hepatite e mielossupressdao, mas que podem ser
diminuidos com a reducao da dose ou suspensao do medicamento. Seus efeitos
dose-independentes sao: febre, rash e artralgias. A utilizacdo destes agentes
podera estar associada a um risco de cerca de quatro vezes de desenvolver
linfoma, em comparacado com a populagao geral, 0 que podera ser explicado pela

leucopenia prolongada (36).

O MTX é um antagonista do acido félico e inibidor da diidrofolato
redutase, o que ocasiona diminui¢do da sintese do acido desoxiribonucleico. Tem
propriedades antiinflamatérias, incluindo a diminuicdo de citocinas e na apoptose
dos linfécitos (32). E utilizado como alternativa as tiopurinas no tratamento da DC
em pacientes corticodependentes. E usado para inducdo da remissdo da DC

moderada a grave (32).

O tratamento cirurgico esta indicado nas obstrugcées, complicacdes
supurativas e doenca refrataria ao tratamento clinico, ou quando sintomas graves
persistem, mesmo apds tratamento intensivo com drogas antiinflamatérias ou

imunossupressoras (38).

1.2.6. Terapia Biologica: Anti-TNF-o

O TNF- a é uma citocina pré-inflamatéria fundamental na patogénese
da DC. E produzido, pela primeira vez, como uma proteina transmembrana 26-
kDa com uma cauda intracelular, que é clivada pela metaloproteinase, a ser
secretada como uma proteina soluvel de 17-kDa. Atua na ativacdo de macréfagos
e linfocitos T, entre outras células, induzindo outras citocinas pré-inflamatérias,
como a IL-1 e IL-6, aumentando a migracao de leucdcitos e induzindo a expressao
de moléculas de adesao por
células endoteliais e leucdcitos. O TNF- a inibe a apoptose de células inflamatérias.
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Na lamina prépria do intestino de pacientes com DC encontra-se grande
quantidade de TNF- a (39, 40).

E recente o desenvolvimento de anticorpo monoclonal anti-TNF-a da
subclasse IgG1, que tem na sua composicdo 75% de IgG humana e 25% de
origem murina, com porgdo Fab de reconhecimento antigénico e associado com
reacdes de hipersensibilidade e a perda de resposta ao farmaco de aplicacéo
intravenosa (41). E indicado na DC refrataria e fistulizante para reducdo dos

sintomas e manutencdo da remissdo da doenca.

Para induzir a manutencao recomenda-se uma dose de 5 mg/kg para
inducdo a 0, 2 e 6 semanas, seguida por um regime de manutencéo
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 nao respondem por 14 semanas nao sao susceptiveis de reagir
com a administracdo continuada e deve considerar-se a interrupcdo de seu uso
(41).

O principal efeito do anti-TNF-a € o desaparecimento de
células inflamato6rias da mucosa intestinal previamente inflamada, com indug&o da
apoptose de células T. A lamina prépria de pacientes com doenca de Crohn é
resistente a apoptose (41).

A neutralizacdo do TNF-a livre impede a interacdo com seu receptor de
membrana celular, enquanto que a sua ligacdo ao receptor induz a ativacdo do
complemento, a citlise das células inflamatérias e apoptose das células T -
ativadas (42).

A terapéutica com anti-TNF-o. pode resultar na formacao de anticorpos
contra o anti-TNF-a. A presenca destes anticorpos tem sido associada a reacgdes a
infusdo de 6,9 a 19 por cento dos pacientes. Estes anticorpos também podem ter

reduzida a duragao do efeito dos tratamentos repetidos com esse farmaco (43, 44).
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Mais recentemente, esta disponivel em nosso meio anticorpo
monoclonal anti TNF- a com 100% de IgG humana. Até hoje € o Unico produto
biolégico aprovado para o tratamento da doenca de Crohn nos pacientes
refratarios as terapéuticas convencionais (42).

1.3. Imunomodulacao por meio da Proteina do Soro do Leite Bovino
1.3.1. Propriedades das proteinas do soro do leite bovino

As proteinas do soro do leite ndo sdo coaguladas por acido e sao
resistentes a acdo da quimosina. Constituem 20% do total das proteinas lacteas
bovinas e possuem o potencial de serem transformadas em ingredientes
imunomoduladores para alimentos funcionais (45). Sao altamente digeriveis e
rapidamente absorvidas pelo organismo, o que as torna de grande utilidade para
situacdes de estresse metabdlico (46, 47). As principais proteinas do soro de leite
bovino sdo a B-lactoglobulina, a-lactalbumina, albumina bovina sérica, lactoferrina,

imunoglobulinas, lisozima, lactoperoxidase e glicomacropeptideo.

B A B-lactoglobulina: € uma proteina globular de massa molecular de
18,3 kDa, que corresponde a, aproximadamente, 50% do conteldo proteico do
soro. Apesar de se conhecer muito sobre a estrutura e a funcionalidade da (-
lactoglobulina, pouco se conhece sobre seu papel fisiolégico. Foi descrito protecédo
pelo papel antioxidante presente no grupo tiol da proteina (48, 49).

B A o-lactalbumina: € uma metaloproteina de 14,1 kDa, que representa
entre 20 a 25% das proteinas do soro. E rica em lisina, leucina, treonina, triptofano
e cistina. Sua principal atividade bioldgica é a de modular a sintese de lactose na

glandula mamaria (48, 49).

B A albumina bovina sérica (BSA): € uma proteina globular de 66,2
kDa, que representa, aproximadamente, 10 a 15% das proteinas do soro. Sabe-se
que € fonte de aminodacidos essenciais, porém pouco se sabe sobre suas
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potenciais func¢des fisiologicas (48, 49).

B A lactoferrina: € uma glicoproteina ligadora de ferro com 86,1 kDa.
Corresponde entre 1 a 2% das proteinas do soro. E um antioxidante nio
enzimatico encontrado tanto no soro do leite quanto no colostro (48). No intestino
exerce funcao imunoestimulatéria e age como fator de crescimento e maturacao

dos enterdcitos (50).

B As imunoglobulinas: sdo uma familia de proteinas de elevado peso
molecular que apresentam propriedades fisicas, quimicas e imunoldgicas diversas.
Aparecem em elevada concentragdo no colostro e transmitem imunidade passiva
aos recém-nascidos. As imunoglobulinas encontradas no soro de leite sdo a 1gG
(aproximadamente 160 kDa), IgA (aproximadamente 400 kDa) e IgM
(aproximadamente 900 kDa) (48).

B Alisozima: é uma enzima anti-microbiana, de 15 kDa, encontrada no
colostro e leite humano e bovino. Tem acdo antimicrobiana e possui efeito

sinérgico com imunoglobulinas e lactoferrina (51, 52).

B A lactoperoxidase: € uma hemoproteina com massa molecular de 77
kDa, representa de 0,5 a 1,0% das proteinas do soro de leite. Na presenca de
peréxido de hidrogénio (H>O.) catalisa a oxidacao do tiocianato (SCN,) gerando
um produto intermediario com propriedades antimicrobianas, principalmente contra

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

B O glicomacropeptideo (GMP): é derivado da precipitagdo enzimatica,
por acao da quimosina, da kappa-caseina (k-caseina), representa entre 10 a 15%
das proteinas do soro. Tem propriedades antimicrobiana, antiviral e bifidogénica
(49).

As proteinas do soro do leite possuem atividade imunomoduladora,
antimicrobiana, antiviral, anticancer e antitlcera. Elas estao associadas aos efeitos
prebidticos, promocdo de restauracdo de tecidos, manutencdo da integridade
intestinal, destruicdo de patégenos e eliminacao de toxinas (53).
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As proteinas sdo essenciais para estrutura e funcdes celulares tais
como: catalitica (enzimas), motilidade (actina, miosina), mecéanica (elastina,
colageno), transporte e armazemamento (hemoglobina, mioglobina, citocromos),

protecao (anticorpos) e regulacao (hormonios, interleucinas) (54).

Os concentrados de proteina de soro de leite e os isolados de proteina
de soro, geralmente, contém uma concentracdo de cisteina pelo menos quatro
vezes maior do que outras proteinas de alta qualidade, e isso produz uma melhora
da resposta imune (55).

Os possiveis mecanismos estimulatérios das proteinas sobre o sistema
imune parecem estar relacionados com sua estrutura primaria rica em
aminoacidos sulfurados, cisteina e grupamentos glutamil-cisteina, precursores da
sintese da glutationa (GSH). Ela é sintetizada no interior das células a partir de
glutamato, glicina e cisteina, sendo essa ultima, essencial para manter alto os

niveis de GSH nas células, promovendo assim a proliferacdo de células T (54).

O GSH é um tripeptideo (y-glutamil-cistinil-glicina) hidrossoluvel de vital
importancia na protecao celular contra estresse oxidativo. Possui a¢do direta como
antioxidante na remocao dos peréxidos produzidos durante o metabolismo de
toxinas exdgenas. Além disso, mantém outros antioxidantes celulares nas suas
formas reduzidas e algumas enzimas antioxidantes nos seus estados reduzidos e
ativos (56, 57). Niveis de GSH em células apresentadoras de antigeno
desempenham um papel na dire¢cdo da resposta para um padrao do tipo Th1 ou
“T-helper 2 (Th2)“ (58).

Ha poucos estudos clinicos que demonstram a acao das proteinas do
soro de leite sobre o sistema imune. A ingestdo de um concentrado de proteinas
do soro de leite nativas (20g/dia) durante 3 meses, por adultos jovens com fibrose
cistica, resultou em aumento de 46,6% da GSH linfocitaria (59). Em adultos
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1) a ingestdo de
concentrado de proteinas de soro do leite nativas (45g/dia) aumentou

significativamente a GSH plasmatica em 15 dias e esse efeito se manteve apo6s 6
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meses de ingestdo (60). Em criancas com AIDS, a ingestdo de concentrado
proteico de soro de leite nativo aumentou a GSH nos linfécitos apds 6 meses, e
nos eritrocitos, apds 4 meses, além de diminuir a morbidade relacionada a doenga
(61, 62).

O desequilibrio do sistema imune associado a mucosa intestinal leva a
inflamacéo crénica que tém como consequéncia a destruicdo do epitélio intestinal
e graves anormalidades funcionais, como perda da capacidade de absorcéo e
secrecao exagerada de eletrélitos e fluidos intestinais. Nesse contexto, os
individuos com Doenca de Crohn podem apresentar desnutricdo grave (63). As
criangas e adolescentes podem desenvolver deficiéncia de crescimento, com
retardo da maturacdo esquelética e da puberdade (64). Para inducdo e
manutencdao da remissdo da doengca sdao necessarios um tratamento clinico e
nutricional adequado para garantir melhora do crescimento e da altura final da
crianca (64). Os nutrientes imonumoduladores ou alimentos funcionais
apresentam perspectivas promissoras nas suas propriedades farmacoldgicas de
modular a inflamacéo, mantendo a integridade da mucosa intestinal, melhorando o

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

1.4. Propriedades do TGF-$

Leite humano e bovino contém o fator transformador do crescimento 3
(TGF-B), polipeptidio multifuncional com importante papel no desenvolvimento da
tolerancia e prevencao da auto-imunidade (65). Existem trés isoformas (TGF- 1,

2 e 3) e trés receptores (I, Il e lll) (66).

TGF-B é uma citocina reguladora, produzida por células T e macro6fagos,
com propriedades antiinflamatérias e de regulacao da resposta imune (67). Possui
acao sobre o crescimento e a diferenciacado celular. Durante uma doenca, atua em
conjunto com o derivado de plaquetas para estimular a proliferagdo celular e a

producédo de matriz extracelular para, dessa maneira, reparar os danos (66). Pode
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agir de forma autdcrina e paracrina, controlando a diferenciacao, proliferacao e
ativacao de linfécitos, macréfagos e células dendriticas e, como tal, desempenha
papel fundamental nos mecanismos de tolerdncia, para a prevengcdao de
autoimunidade e atividade antiinflamatéria (68).
Além disso, pode antagonizar citocinas pré-inflamatérias, tais como IFN-y e TNF-q,
0 que ocasiona reparacao de tecidos lesados, bem como modular a expressao de
MHC classe Il (69).

Sua deficiéncia esta relacionada com doencga inflamatéria intestinal. A
administracdo de uma dieta rica em TGF-B pode ajudar na remissao clinica da

doenca de Crohn e melhora das lesdes intestinais (70, 71).
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2.1. Objetivo Geral

Caracterizar a resposta imune celular para o BCG em pacientes com
Doenca de Crohn e os efeitos de um concentrado de proteinas de soro de leite

bovino enriquecido com TGF- sobre essa resposta.

2.2. Objetivos especificos

Comparar a resposta imune celular para o BCG entre individuos

portadores da Doenca de Crohn examinando:

e a proliferacao de linfécitos T de sangue periférico para a vacina BCG
e estimulados com o mitégeno PHA;

e a producao de TNF-a , IFN-y, IL-6 em sobrenadante de cultura de
células mononucleares de sangue periférico;

e Aconcentracao de TGF-p2 e TGF-B3 no soro e plasma;

Comparar a resposta imune celular para o BCG entre individuos

portadores da Doenca de Crohn e individuos normais examinando:

e a proliferacao de linfécitos T de sangue periférico para a vacina BCG
e estimulados com o mitégeno PHA;
e a producdo de TNF-a , IFN-y, em sobrenadante de cultura de

células mononucleares de sangue periférico.
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3.1. Delineamento do Estudo

Ensaio clinico prospectivo de intervencdo nutricional com um
concentrado de proteinas do soro de leite bovino enriquecido com TGF- com
duracao de 16 semanas.

Foram realizadas trés avaliagcbes imunolégicas para o grupo de
intervengdo nutricional (IN), (azatioprina + anti-TNF-a + suplemento) durante o

ensaio:

® no inicio: antes do inicio da suplementacao, imediatamente antes da

infusdo do anti-TNF-a;

e 8 semanas apos o inicio da suplementacao, imediatamente antes da

infusdo do anti-TNF-o;
e 3o final das 16 semanas de suplementagéo alimentar.

Foram realizadas duas avaliacbes imunolégicas para o0 grupo

comparacao | (Cl), (azatioprina + anti-TNF-a) durante o ensaio:
® no inicio, imediatamente antes da infusao do anti-TNF-a;

¢ ao final das 16 semanas de acompanhamento.

Foi realizada uma avaliacdo imunolégica para o grupo comparacao Il

(Cll), (azatioprina) durante o ensaio.
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3.2. Populacao

Inicialmente, foram selecionados 50 individuos com Doencga de Crohn,
sob seguimento clinico no Ambulatério de Doencas Inflamatérias Intestinais do
Gastrocentro da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), (Campinas,
Sao Paulo, Brasil).

O grupo de Intervencdo Nutricional (IN) (azatioprina + anti-TNF-o +
suplemento) foi constituido por 22 pacientes com Doenca de Crohn que
receberam o concentrado de proteinas do soro de leite bovino enriquecido com
TGF-B. Os critérios de inclusdo dos pacientes foram:

e Pacientes de ambos os sexos;
e Estar sob terapia intravenosa com anti-TNF-a a cada 2 meses;

e Azatioprina via oral diariamente;

Apresentar acometimento no delgado;

Nao fumante;

N&o droga adito;

Néao estar usando outros medicamentos;

Ter boa adeséo ao seguimento clinico ambulatorial.

Os critérios de exclusao foram:

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

suplementacao alimentar.
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O grupo Comparacéao | (Cl) (azatioprina + anti-TNF-c) foi constituido de 10
pacientes com Doenca de Crohn com os mesmos critérios de inclusdo

estabelecidos para o grupo de intervencao nutricional.

O grupo Comparacao Il (Cll) (azatioprina) foi constituido de 11 pacientes
com Doenca de Crohn com os seguintes critérios de inclusdo foram:

e Pacientes de ambos 0s sexos;

e Azatioprina via oral diariamente;

e N3o estar sob terapia intravenosa com anti-TNF-a;
e Nao fumante;

e Nao droga adito;

e Nao estar usando outros medicamentos;

e Ter boa adesao ao seguimento clinico ambulatorial.

Os critérios de exclusao foram:

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

inclusao.

Para comparacao com os pacientes com Doenca de Crohn, foi utilizado
o grupo de Controles Normais do laboratério, que continha 21 individuos normais.
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3.3. Suplemento Alimentar

O suplemento contendo um concentrado de proteinas do soro de leite
bovino enriquecido com TGF-B foi produzido e gentiimente doado pela HILMAR
CHEESE COMPANY, 9001. North Lander Avenue Hilmar, Califérnia 95324 USA.

Para determinar a composicao centesimal do concentrado de proteinas
de soro de leite bovino enriquecido com TGF-f, foram utilizados os procedimentos
descritos no AOAC (72) (umidade, soélidos totais, cinzas e proteina) e 0 método

descrito por BLIGH e DYER (73) para a determinacéo de lipidios totais.

Para caracterizar o perfil de aminoacidos do concentrado de proteinas
de soro de leite bovino enriquecido com TGF-B foi utilizado o método de

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

A composigado centesimal, o perfil de aminoacidos 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 sachés laminados
(Hembapack, Sao Paulo-SP) protegidos da luz e umidade e, posteriormente,
selados com retirada total do ar. Cada saché continha 15 gramas do concentrado

de proteinas de soro de leite bovino.

Apls essa etapa, os sachés foram irradiados com raios gama na dosagem
de 10 Kgy pela Empresa Brasileira de Radiacdes LTDA (EMBRARAD), Awv.
Cruzada Bandeirante 290, Cotia-SP.

Para garantir a qualidade microbiolégica dos suplementos foi realizada
andlise microbiolégica em dois momentos (antes do acondicionamento em sachés
e apés a irradiacao) 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: Composicao centesimal do Concentrado de Proteinas de Soro de Leite
Bovino enriquecido com TGF-p, fornecido ao Grupo de Intervencao Nutricional de
pacientes com Doenca de Crohn.

Componentes (%)
Proteina (N x F)’ 68,85+ 0,58
Proteina (base seca) 73,5
Lipidios totais 13,98 £ 0,50
Cinzas 4,26 + 0,02
Umidade 6,33 £ 0,09
Carboidrato® 6,58

Fonte: (76); 'Fonte: Concentrado de Proteinas de Soro de Leite Bovino enriquecido com TGF-B=
6,38; 2 Calculado por diferenga = 100 — (proteina + lipidios totais + cinzas + umidade). Resultados

sdo média de 3 determinagdes analiticas.

Tabela 2: Perfil de aminoacidos do Concentrado de Proteinas de Soro de Leite
Bovino enriquecido com TGF-p, fornecido ao Grupo de Intervencao Nutricional de
pacientes com Doenca de Crohn.

Aminoacidos Percentual do total de aminoacidos
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
Nao-essenciais
Alanina 5.0
Arginina 3.3
Acido Aspartico 10.9
Acido Glutamico 16.9
Glicina 2.1
Prolina 5.9
Serina 5.5

Fonte: (76); ND: ndo determinado. Os resultados sao valores médios para a determinagado de duas amostras independentes.
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Figura 1: Perfil Eletroforético de diversas Proteinas de Soro de Leite Bovino.
Padrdo da massa molar de Pharmacia (14.4 - 94 kD). S-1, Concentrado de
Proteina de Soro de Leite Bovino comercial; S-2, Concentrado de Proteina de
Soro de Leite Bovino comercial; S-3, Concentrado de Proteina de Soro de Leite
Bovino experimental (TGF-B e Lactoferrina); S-4, Isolado de Proteina de Soro de
Leite Bovino comercial; S-5, Isolado de Proteina de Soro de Leite Bovino
experimental.

Fonte: (76)
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3.4. Suplementacao 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 a
diluicdo (1 sache diluido em agua ou suco nado acido de sua preferéncia) e o
preparo (ndo sendo recomendado bater em liquidificador e nem diluir em agua

quente).

A oferta do concentrado de proteinas do soro de leite bovino
enriquecido com TGF- B baseou-se no seu conteudo proteico, 0 que caracterizava
50% da recomendagdo de proteinas propostas pelo Recomended Dietary
Allowances (RDA, 1989).

Caso algum paciente apresentasse qualquer manifestacdo de
intolerancia gastrointestinal ou alérgica, a suplementacdo foi imediatamente

interrompida.

3.5. Avaliacao Imunolégica
3.5.1. Coleta das Amostras Biol6gicas

Foram coletados 30mL de sangue venoso periférico por técnicas
padrdao em tubos adequados para cada procedimento realizado, no periodo da
manha, imediatamente antes da infusdo do anti-TNF-a.
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3.5.2. Fenotipagem dos Linfécitos T

Foi realizada a partir de 500 uL de sangue periférico total coletado em
frasco com EDTA (Vacuette, Brasil).

Primeiramente, 100uL 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
hemaceas foram lisadas com uma solucao de cloreto de aménio (NH4Cl 0,15M,
KHCO3 10mM e EDTA 4Na 37mg/L). Ap6s lavagem com tampédo de lavagem
(PBS acrescido de 1% de soro bovino fetal inativado pelo calor e 0,1% de azida
sbdica), as células foram ressuspendidas no mesmo tampdo e a leitura foi

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

Foram adquiridos no minimo 10.000 eventos para posterior analise no
programa computacional EXPO 1.0 (Beckman-Coulter, Flérida, EUA), conforme
descrito na Figura 2.
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Figura 2: Figura representativa da analise, por citometria de fluxo, da fenotipagem
dos linfocitos T de sangue periférico dos pacientes com Doenca de Crohn. Os
eventos foram analisados por tamanho e complexidade (FS e SS) (A) e apds a
selecdo das células CD3+ (B), e, as subpopulacées de linfécitos T CD4+ (C) e T
CD8+ (D) foram avaliadas.

3.5.3. Proliferagao Linfocitaria

O ensaio de proliferacao 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 concentracao de 7,5 ug/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),
apés reconstituida com meio RPMI 1640, foi usada na concentragao 6tima de 5 x
10° UFC/mL.

As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram isoladas
através da centrifugacdo com um gradiente de densidade, Ficoll-Hypaque 17-
1440-02 (Amersham Biosciences, EUA), por 20 minutos a 1800 rpm, com posterior
lavagem e ressuspensao em meio de cultura completo RPMI.

As células foram cultivadas na concentracdo de 1 x 10° células/mL em
placas de poliestireno de 96 pocos com fundo arredondado (Nunclon, NUNCtwm,
Dinamarca) em incubadora (CH-33M, Hitachi, Japao) a 37°C, em atmosfera de 5%
de COzdurante seis dias.

A suspensdo de células recuperada, aproximadamente 1 mL, foi
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incubada com 50pl de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 20mM por 15
minutos, para desfazer possiveis agregados celulares e lavada com solugédo de
lavagem (solugdo salina tamponada com fosfato, com 2% de soro bovino fetal
(SBF) inativado pelo calor (Nutricell, SP, Brasil) e 0,1% de azida so6dica) a 2200

rpm a temperatura ambiente.

Apés o descarte do sobrenadante, a suspenséo foi incubada com 20 uL
de imunoglobulina G humana (Blausiegel, Alemanha), para bloquear os sitios 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 fluoresceina - FITC) (Beckman Coulter, EUA) e anti-
CD3-PC5 (Beckman Coulter, EUA) e anti-TCR pan yd (conjugado a ficoeritrina -
PE) (Immunotech, Beckman Coulter, France), por 20 minutos, em ambiente escuro
a 4°C.

Apds centrifugacdo com tampao de lavagem a 2200rpm, foi efetuada a
leitura no citémetro de fluxo Coulter XL-MCL (Beckman-Coulter, EUA).

A leitura das amostras foi realizada com aquisicdo de 25.000 a 40.000
eventos. Os resultados obtidos foram armazenados em arquivos FCS Il e
posteriormente analisados com o auxilio do programa computacional EXPO 1.0
(Beckman-Coulter, Florida, EUA).

Apds estabelecer a regido (gate) de células CD3*, os linfécitos
pequenos (resting lymphocytes) e blasticos foram identificados por observacdo em
forward (tamanho celular) e side light (complexidade interna) scatters. O esquema

representativo de aquisicao esta demonstrado na Figura 3.
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Figura 3: Figura representativa da analise, por citometria de fluxo, da proliferacéo
linfocitaria de células mononucleares de sangue periférico nao estimuladas
(controle) e estimuladas por BCG e PHA dos pacientes com Doenca de Crohn.
Apés a selecao das células CD3+ (A), os eventos foram analisados por tamanho e
complexidade (FS e SS) e, os linfécitos pequenos (resting) e linfoblastos foram
separados (B). As subpopulagdes de linfocitos T (CD4+, CD8+ e TCR &y+) foram
avaliadas nos linfoblastos (C, D).

A proliferacao linfocitaria foi medida por percentual de células blasticas
CD3". O percentual é calculado por:

Proliferagao Linfocitaria =— células no gate ,de blastos —x100%
células no gate de blastos + células no gate de linfocitos
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O calculo 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-y), Fator de Necrose Tumoral alfa
(TNF-a), Interleucina 6 (IL-6), foram realizadas a partir da cultura de CMSP,
conforme protocolo acima descrito, a analise da producdo de citocinas no

sobrenadante foi realizada da seguinte maneira.

As células, na concentracdo de 2 x 10° células/mL, foram cultivadas em
placas de poliestireno de 96 pocos com fundo arredondado (Nunclon, NUNC™,
Dinamarca) em incubadora (CH-33M, Hitachi, Japao ) a 37°C, em atmosfera de
5% de CO, por 48 horas.

Os antigenos foram utilizados nas mesmas concentragdes descritas no

ensaio de proliferacao linfocitaria.

Enquanto que as dosagens de Fator Transformador de Crescimento
beta 2 (TGF-B2) e Fator Transformador de Crescimento beta 3 (TGF-B3) 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 —80°C até a realizacdo do
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ensaio de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay).

Para as dosagens de Interferon gama (IFN-y), Fator de Necrose Tumoral
alfa (TNF-a), Interleucina 6 (IL-6), Fator Transformador de Crescimento beta 2
(TGF-B2) e Fator Transformador de Crescimento beta 3 (TGF-B3) 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, apds bloqueio, submetidas a incubacdo com
amostras e diluicbes do padrao recombinante do Kit. Em seguida, incubadas com

anticorpos de detecc¢do, conjugados a biotina.

A incubagdo seguinte ocorre com uma solugdo de streptoavidina
conjugada a peroxidase. A revelagcdo da reacao foi feita com perdxido de
hidrogénio e tetrametil-benzidina (TMB) e a interrupcédo ocorreu com a adicao de
HoSO4 2N. A leitura foi realizada em 450 nm. Os limites de deteccdo de IFN-y e
TNF-a foram de 15,62 pg/mL, IL-6, foi de 9,75 pg/mL, TGF-p2 e TGF-B3 foram de
31,25 pg/mL.

Em todos os ensaios foi estabelecida uma curva padrdao com grafico de
dispersao no qual a variavel X foi a densidade Optica obtida nas leituras e Y, a
concentracao das citocinas. A equacgao da figura do grafico foi gerada através de
uma linha de tendéncia polinomial, e aceita apenas quando o r2 fosse maior que
0,95. Para este calculo foi utilizado o programa Microsoft Excel versdo 2003
(Microsoft Corporation, EUA).

Todas as amostras e pontos da curva padrdo foram realizados em
duplicata. Os resultados foram expressos em pg/mL.
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3.6. Aspectos Eticos

Foram garantidos o anonimato e o sigilo aos participantes, tendo estes
sido devidamente informados sobre a pesquisa e consentido sua participagao 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
informagdo. Uma vez cientes da natureza dos procedimentos e desconfortos aos
quais seriam submetidos, com capacidade de livre arbitrio e sem qualquer coagéo,
foi solicitado que assinassem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. A
natureza e o0s objetivos da pesquisa foram explicados aos pacientes e, na
concordancia, foi solicitado que assinassem o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

Os ensaios obedecerem as recomendacdes para pesquisas biomédicas
envolvendo seres humanos propostas pela Resolugio n° 196 de 10 de outubro de
1996, do Conselho Nacional de Saude.

O protocolo de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, Campinas, SP.
(Parecer n° 304/2007, anexo 8.5).

3.7. Analise Estatistica

Os dados foram organizados e analisados com o programa SPSS® for
Windows, version 7.5.1. (SPSS Inc., 1989 — 1996, EUA).

As andlises descritivas das variaveis foram apresentadas como

mediana, valores minimo e maximo.
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Em relacdo aos pacientes estudados, as possiveis diferengas entre os
tempos nos grupos foram calculadas pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon ou
Teste de Friedman e as diferengas 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. Caracterizacao da Populacao

De junho de 2008 a novembro de 2009, foram estudados 50 pacientes com
Doenca de Crohn, que foram distribuidos em 3 grupos, de acordo com os critérios
de inclusdao. As caracteristicas clinicas iniciais dos pacientes encontram-se na
Tabela 3.

Os pacientes dos grupos intervencao nutricional e Comparacao |, além da
azatioprina via oral diaria, estavam em uso de terapia anti-TNF-a a cada 8
semanas. O grupo de comparacao |l estava em uso apenas de azatioprina.

O grupo de intervencgao nutricional (azatioprina + anti-TNF-a + suplemento) foi,
inicialmente, composto por 29 pacientes, dos quais 22 finalizaram o ensaio clinico.
Todos os casos de desisténcia foram pelo motivo da baixa palatabilidade do
suplemento. Para melhorar a ingestdo do suplemento foram oferecidas
alternativas para a administracdo do mesmo com sucos de frutas, gelatinas,

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

No grupo de Comparagdo | (azatioprina + anti-TNF-a) 10 pacientes
concluiram o ensaio clinico e no grupo de Comparacdo Il (azatioprina) 11
individuos foram até o final da pesquisa.

Durante o periodo dessa pesquisa, dois pacientes do grupo de intervengao
nutricional mudaram a dose de manutencédo de anti-TNF-a, de 400 mg para 700
mg e de 200 mg para 400 mg. No grupo de Comparacédo |, dois pacientes
mudaram a dose de 300 mg para 600 mg e de 300 mg para 400 mg.

Durante todo o periodo da pesquisa, nenhum paciente apresentou

intercorréncia grave, com necessidade de internacgao.
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Tabela 3: Caracteristicas Clinicas Iniciais dos pacientes com Doencga de Crohn.

Grupos
Caracteristicas Intervencao Nutricional Comparacdol Comparacéo Il
(n=22) (n=10) (n=11)
38 34 3
\dade (anos) (13a72) (26 a 54) (23 a8 66)
Género (masc./fem.) (16/6) (4/6) (6/4)
Tempo de Diagndstico (anos) @ :20) @ Zi 8) @ 21628)
Dose de Anti-TNF-a
200 mg 2 1 N/F/U?
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
1a2 13 7 4
3a4 - 1 1
>5 2 - 1

' mediana (valores minimo e maximo).

2N/ F / U: Nao Faziam Uso da terapia Anti-TNF-a.

Grupos: Intervengédo Nutricional (azatioprina + anti-TNF-a + Suplemento), Comparacéo |
(azatioprina + anti-TNF-a) e Comparacéo |l (azatioprina).
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4.2. Fenotipagem dos Linfécitos T

No grupo de Intervencdo Nutricional (aza + anti-TNF-a + suplemento), as
medianas das porcentagens dos linfécitos TCD4* e TCD8" no inicio, 8 e 16
semanas apdés a intervencdo nutricional nado apresentaram diferencas
significativas. Da mesma maneira, ndao foram observadas diferencas para os
grupos de Comparacao | e Il (Tabela 4 e Figura 4).

Os percentuais das subpopulacdes de linfécitos T no sangue periférico nao
foram influenciados pela suplementagdo alimentar. Entretanto, ao comparar os
valores observados entre o inicio e ao final da suplementacdo alimentar no grupo
de Intervencdo Nutricional, foi observada aumento no percentual de linf6citos
TCD3+ (p=0,013, Teste de Wilcoxon).

4.3. Proliferacao Linfocitaria

Em relacdo a proliferacao linfocitaria das culturas nado estimuladas,
observou-se diferenca significativa no percentual de linfécitos T CD3" (p=0,019,
Teste de Kruskal-Wallis) e na subpopulacdo de linfécitos T CD8" (p=0,004, Teste
de Kruskal-Wallis) entre os pacientes e controles normais (Tabela 5 e Figura 5) e
entre os trés grupos de pacientes no inicio do estudo (IN, CI, Cll) (Tabela 5 e
Figura 6).

No grupo Intervencdo Nutricional (aza + anti-TNF-a + suplemento)
houve reducéo significativa na proliferagao de linfécitos T CD8" apds 16 semanas
de suplementacdo com as proteinas do soro enriquecidas com TGF-B (p=0,033,

Teste de Friedman) (Tabela 5 e Figura 6).
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no sangue periférico de pacientes com Doencga de Crohn.

Tabela 4: Percentual de linfécitos TCD3" e suas subpopulacées TCD4" e TCD8",

Percentual de Linfocitos

Grupos
Linfécitos Totais T CD3" T CD4" T CD8"
Intervencéao
nici 23,10 58,85 65,00 28,10
nicio
(8,7a57,1) (31,1 a 84,4) (34,0 a 83,4) (13,7 a 51,8)
23,55 66,60 64,95 29,70
8 semanas
(9,7 a 58,2) (24,8 a 86,5) (46,7 a 82,2) (14,5 a 45,3)
25,35 67,65 63,40 28,20
16 semanas
(9,1 a63,4) (12,6 a 89,4) (44,6 a 85,7) (11,8 a 50,0)
p’ 0,385 0,108* 0,700 0,804
Comparacéo |
nici 32,10 66,05 67,30 26,65
nicio
(8,3a61,4) (25,8 a 83,0) (43,2 2 90,0) (9,0 2 43,4)
34,35 70,40 64,20 30,20
16 semanas
(9,5a52,4) (45,6 a 85,6) (38,9 a 88,4) (10,6 a 43,5)
p’ 0,241 0,575 0,959 0575
24,80 63,30 63,00 32,70
Comparacéo Il
(18,5 a 49,1) (25,8 a 79,5) (35,7 a 84,6) (13,2a62,2)
p’ 0,248 0,576 0,585 0,174

* Valor de (p = 0,013 na comparagao entre o inicio e o final da intervengao nutricional).

': Os valores foram expressos em mediana (minimo e maximo).

2. Comparacédo entre os tempos no Grupo de Intervencdo (azatioprina + anti-TNF-a + Suplemento),

(Teste de Friedman).

®: Comparagao entre os tempos no Grupo Comparagcao | (azatioprina + anti-TNF-a), (Teste de Wilcoxon).
Comparagao entre os tempos iniciais dos Grupos: Intervencdo (anti-TNF-a + azatioprina +

Suplemento), Comparagado | (azatioprina + anti-TNF-a) e Comparacgao Il (azatioprina), (Teste Kruskal-

Wallis).
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Figura 4: Percentual de linfdcitos totais (A), TCD3 (B), TCD4 (C), TCD8 (D) em sangue de
pacientes com Doencga de Crohn, O: intervengao nutricional (aza + anti-TNF-a + Suplemento n=22),

+: Comparacédo | (aza + anti-TNF-a n=10), e ©&: Comparacéo Il (aza n=11).
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Tabela 5: Proliferagao espontanea de linfécitos TCD3", TCD4*, TCD8" e TCRyd
em células mononucleares de sangue periférico, de pacientes com Doenca de
Crohn, nos grupos de Intervencao Nutricional, Comparacao |, Comparacao Il e
Controles Normais.

Percentual de Linfécitos

Grupo
TCD3* T CD4* TCD8* TCR Y8
Espontédneo
Intervencao
Infcio 4,70 41,80 44,75 7,85
(1,3a30,8) ' (14,2 2 92,3) (4,4 a74,3) (0a76,9)
8 semanas 3,85 41,10 40,30 8,45
(1,5a24,7) (5,3a77,9) (7,8 285,2) (0 2 62,0)
16 semanas 4,35 45,25 35,80 5,85
(0 a36,0) (02 80,8) (0a61,8) (0 a59,0)
p’ 0, 727 0, 956 0,033 0, 923
Comparacéao |
Infcio 3,75 38,15 38,50 24,50
(1,7a72) (16,7 a 74,6) (12,5a73,1) (5,4 a42,1)
16 semanas 4,90 41,95 25,70 14,25
(1,9a10,5) (13,7 a 75,0) (10,1 a 61,3) (2,1 a61,2)
p’ 0,139 0,575 0, 059 0, 959
Comparacéo Il 8,20 30,30 15,80 5,70
parag (1,6 2 15,6) (7,0 2 53,9) (6,6 a 43,0) (0,8 a 47,9)
p’ 0,019 0,120 0, 004 0, 139
Controles 6,67 50,5 31,6 7.5
Normais (3,2a14,2) (30,7 a 70,6) (14,3 a 53,8) (0,80a 13,6)
p’ 0,037 0,208 0,035 0,343
p° 0,001 0,100 0,267 0,008
p’ 0,367 0,003 0,008 0,584

'* Mediana (minimo e maximo); 2. Comparacao entre os tempos no Grupo de Intervencao
Nutricional (azatioprina + anti-TNF-a+ Suplemento), (Teste de Friedman); 8. Comparacao entre os
tempos no Grupo Comparacao | (azatioprina + anti-TNF-a), (Teste de Wilcoxon); 4. Comparacao
entre os tempos iniciais dos Grupos: Intervencdo (azatioprina + anti-TNF-a+ Suplemento),
Comparacao | (azatioprina +anti-TNF-a) e Comparacgéo Il (azatioprina), (Teste Kruskall-Wallis).
Comparacao controle normal com > Intervencao Nutricional, 6. Comparacao |, 7. comparacao Il
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Figura 6: Proliferagao linfocitaria espontanea em cultura de células mononucleares de pacientes
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Na Tabela 6 e Figura 7 estdo ilustrados a comparacdo entre os
pacientes e o grupo controle normal em relagédo a proliferacao de linfocitos TCD4+,
TCD8 e TCRyd BCG especificos.

Nos grupos de Intervencao Nutricional (aza + anti-TNF-a + suplemento),
Comparacéo | (aza + anti-TNF-a) e Comparacéo |l (aza) as medianas iniciais dos
linfoblastos BCG especificos ndao mostraram diferenca significativa (Tabela 6 e
Figura 8).

Na Figura 9 e na Tabela 6 estdo ilustrados os valores referentes a
proliferacdo inespecifica de linfocitos estimulados com PHA dos pacientes e
controles normais.

Na Figura 10 e na Tabela 6 estado ilustrados os valores referentes a
proliferacao inespecifica de linfocitos estimulados com PHA, entre os trés grupos
de pacientes: Intervengédo Nutricional, Comparacao | e Comparacao Il. Contudo, a
comparagdo das medianas dos linfoblastos PHA iniciais entre os grupos de
intervencdo, Comparacdo | e Comparacdo Il mostrou diferenca significativa
(p=0,006, Teste de Kruskal-Wallis) entre eles, com medianas mais baixas no
Comparacéo Il (Tabela 6 e Figura 10).

Na comparacao das medianas da proliferacdo de TCRyd estimulada por
PHA, houve também reducéo significativa (p=0,002, Teste de Kruskal-Wallis) entre
os tempos iniciais nos trés grupos.

O percentual de linfoblastos CD4* e CD8" nas culturas nao estimuladas,
estimuladas por BCG ou PHA ndo mostrou diferengas significativas nos trés

grupos de pacientes com Doenca de Crohn.
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Figura 7: Proliferagao linfocitaria estimulada por BCG em cultura de células mononucleares de

pacientes com Doenca de Crohn, O: Intervengdo Nutricional (aza + anti-TNF-a + Suplemento

n=22), +: Comparacéo | (aza + anti-TNF-a n=10), &: Comparacgdo |l (aza n=11) e ®: Controle

Normal (n=21).
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Figura 10: Proliferagdo linfocitaria estimulada por PHA em cultura de células mononucleares de
pacientes com Doencga de Crohn, O: Interven¢do Nutricional (aza + anti-TNF-a + Suplemento
n=22), +: Comparagao | (aza + anti-TNF-a n=10) e &: Comparagéo Il (aza n=11).
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Tabela 6: Proliferagdo estimulada por BCG e PHA de linfoblastos TCD4+, TCD8+, TCRyd BCG em cultura de células
mononucleares de sangue periférico dos pacientes com Doencga de Crohn e do grupo Controles Normais.

Percentual de Linfoblastos

Grupos Blastos Especificos T CD4" T CD8" TCR Y6
Estimulado por BCG
Intervencao
Inicio 4,76 (0,0 2 42,45) " 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 2 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)
o’ 0,338 0,923 0,186 0, 483
Comparacéao |
Inicio 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 a2 97,3)
16 semanas 4,90 (1,92 10,5) 41,95 (13,7 a 75,0) 25,70 (10,1 a 61,3) 14,25 (2,12 61,2)
p’ 0, 537 0, 838 0, 838 0, 799
Comparacao Il 0(0a17,00) 41,80 (8,1 a 76,6) 11,50 (5,1 a 47,7) 21,60 (7,4a77,6)
p’ 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 2 93,1)
P’ < 0,001 0,189 0,239 0,113
o’ 0,013 0,239 0,574 0,168
p’ < 0,001 0,010 0,950 0,001
Estimulado por PHA
Intervencao
Inicio 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 (7,7a79,4) 0,90 (0,1a14,2)
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 2 6,7)
o’ 0,651 0,664 0,554 0,455
Comparacéao |
Inicio 78,68 (58,17 a 85,02) 56,85 (38,3 a 86,1) 37,60 (12,1 a 50,3) 0,70 (0,22 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)
0,751 0,959 0,444 0,813
Comparacéo Il 59,90 (49,46 a 88,24) 66,60 (51,1 a 87,9) 27,60 (9,6 a 43,7) 0,20 (0,1a0,6)
p’ 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’ 0,331 0,536 0,536 0,197
N 0,025 0,386 0,884 0,307
o’ < 0,001 0,054 0,234 < 0,001

': Os valores foram expressos em mediana (minimo € maximo); 2. Comparacao entre os tempos no Grupo de Intervengao (aza + anti-TNF-a +

Suplemento), (Teste de Friedman); 8 Comparacao entre os tempos no Grupo Comparagao | (aza + anti-TNF-a), (Teste de Wilcoxon); 4
Comparacao entre os tempos iniciais dos Grupos: Intervengéo (aza + anti-TNF-a + Suplemento), Comparagéo | (aza + anti-TNF-a) e
Comparacao Il (aza), (Teste Kruskall-Wallis). Comparacao do controle normal com > Intervencao Nutricional, ®: Controle I, ’: Controle IL.
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4.4. Producao de Citocinas

A Figura 11 ilustra os valores de concentragdo de TNF-a nos
sobrenadantes de cultura de células mononucleares de sangue periférico,
espontaneo, estimuladas por BCG ou fitohemaglutinina (PHA), dos pacientes com
Doenca de Crohn e o grupo Controles Normais.

Na Tabela 7 estao os valores de TNF-a, IFN-y e IL-6 em sobrenadantes
de cultura de células mononucleares de sangue periférico ndo estimuladas, dos
pacientes com Doenca de Crohn e Controles Normais.

Na tabela 8 estdo os valores de TNF-a, IFN-y e IL-6 em sobrenadantes
de cultura de células mononucleares de sangue periférico estimuladas por BCG e
PHA, dos pacientes com Doencga de Crohn e Controles Normais.

No grupo Comparagédo | (aza + anti-TNF-a) a concentracdo mediana da
producéo inicial de TNF-a 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 Comparacao Il (aza) a concentragdo mediana da producao
de TNF-a 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: Concentracdo de TNF-a, IFN-y e IL-6 em sobrenadantes de cultura de
células mononucleares de sangue periférico ndo estimuladas, de pacientes com
Doenca de Crohn e Controles Normais.

Producao de Citocinas (pg/mL)

Grupo
TNF-a IFN-y IL-6
Espontanea
Intervencao
nici 560,77 0 1313,34
nicio
(36,77 a 1079,47) ° (0,0 a2 42,60) (443,33 a 3861,44)
322,77 0 1090,89
8 semanas
(0,0 a 1160,59) (0,0 a 381,67) (481,89 a 2305,64)
526,56 0 1177,34
16 semanas
(5,15 a 1020,03) (0ao0) (498,83 a 3521,14)
p? 0,483 0,061 0,956
Comparacéao |
nici 520,72 0 900,86
nicio
(150,77 a 1022,84) (0 a27,42) (440,86 a 2424,80)
91,26 0 861,27
16 semanas
(7,82 a 836,22) (0a0) (463,27 a 2378,44)
p® 0,022 0,317 0,721
_ 15,55 0 818,42
Comparacao Il
(0 a 54,0) (0ao) (716,63 a 1000,70)
p* < 0,001 0,449 0,012
29,8 0
Controle -
(6,9 2 378,6) (0a0)
o’ < 0,001 0,083 -
o° < 0,001 0,663 -
p’ 0,104 1 -

': Os valores foram expressos em mediana (minimo e maximo); 2. Comparagéo entre os tempos no Grupo de
Intervengéo (azatioprina + anti-TNF-a + Suplemento), (Teste de Friedman); 8. Comparagao entre os tempos no
Grupo Comparacgao | (azatioprina + anti-TNF-a), (Teste de Wilcoxon); 4. Comparagao entre os tempos iniciais
dos Grupos: Intervencao (azatioprina + anti-TNF-a + Suplemento), Comparacéo | (azatioprina + anti-TNF-a) e
Comparacdo |l (azatioprina), (Teste Kruskall-Wallis). Comparacdo do controle normal com °: Intervengao
Nutricional, é: Controle I, ”: Controle II.
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A mediana da producdo de TNF-a estimulada por BCG séao
apresentadas na Tabela 8 e Figura 12. Nao foram encontradas diferencas

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

Nas culturas estimuladas por PHA, foram observadas diferencas entre o
inicio e ao final das 16 semanas no grupo Comparacao | (p=0,028, Teste de
Wilcoxon). Entretanto, ndo foram observadas diferengas entre os outros grupos
nas culturas estimuladas por PHA dos pacientes com DC. Porém, foi observada
diferenca entre os tempos iniciais dos trés grupos (p=0,002, Teste de Kruskal-
Wallis) (Tabela 8 e Figura 12).

No grupo de intervengdo nutricional, a concentracdo mediana da
producao de IFN-y estimulada por PHA foi 507,61 (4,82 a 4066,28) pg/mL, apds 8
semanas de suplementacdo 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 reducao (p=0,002, Teste de
Friedman), (Tabela 8).

No grupo Comparacgao | a concentracdo mediana da produc¢éo inicial de
IFN-y 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 Comparacao Il a concentragcao mediana da producao de IFN-
y 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 concentracdo de IFN-y nos sobrenadantes
de cultura de células mononucleares de sangue periférico, espontaneo,
estimuladas por BCG ou PHA, dos pacientes com Doenca de Crohn e do grupo
Controles Normais.
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Tabela 8: Concentracado de TNF-a, IFN-y e IL-6 em sobrenadantes de cultura de células mononucleares de sangue periférico, estimuladas

por BCG ou PHA, de pacientes com Doenca de Crohn e Controles Normais.

Grupo

Producéo de Citocinas (pg/mL)

TNF-a IFN-y IL-6
Estimulado por BCG
Intervencéo
Inicio 743,49 (203,15 a 1423,96) ' 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? 1,000 0,155 0,108
Comparacéo |
Inicio 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)
® 0,646 0,674 0,508
Comparacgéo Il 751,48 (499,93 a 1028,38) 0(0a611,71) 6794,00 (1495,58 a 7176,65)
p’ 0,388 0,216 0,707
Controle 5004,67 (1360,5 a 17125,2) 1349,6 (0,01 a 3644,8) -
p° < 0,001 < 0,001 -
p° < 0,001 0,007 -
p’ < 0,001 < 0,001 -
Estimulado por PHA
Intervencéo
Inicio 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)
P2 0,142 0,002 0,483
Comparacéo |
Inicio 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’ 0,028 0,022 0,646
Comparacéo Il 126,86 (72,06 a 513,46) 223,51 (0,0 a 778,47) 1465,11 (1258,84 a 1578,47)
p’ 0,002 0,076 0,033
Controle 548,86 (114,9 a 5731,3) 143,06 (0,01 a 1559,7) -
p’ 0,528 0,006 -
p° 0,306 0,012 -
p’ 0,001 0,755 -

': Mediana (minimo e maximo); : Comparagéo entre os tempos no Grupo de Intervencéo (azatioprina + anti-TNF-a + Suplemento), (Teste de Friedman); *: Comparagéo
entre os tempos no Grupo Comparagéo | (azatioprina + anti-TNF-a), (Teste de Wilcoxon); *: Comparagéo entre os tempos iniciais dos Grupos: Intervencéo (azatioprina +
anti-TNF-a + Suplemento), Comparacéo | (azatioprina + anti-TNF-a) e Comparacdo Il (azatioprina), (Teste Kruskall-Wallis). Comparacdo do controle normal com °:
Intervencao Nutricional, ®: Controle I, ”: Controle I1.
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Figura 11: Concentragdo de TNF-a nos sobrenadantes de cultura de células mononucleares de

sangue periférico, espontaneo, estimuladas por BCG ou PHA, de pacientes com Doenc¢a de Crohn:

O: Intervengao nutricional (aza + anti-TNF-a + Suplemento n=22), +: Comparacéo | (aza + anti-

TNF-a n=10), ©: Comparacéo Il (aza n=11), ®: Controles normais (n=21).
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Figura 12: Concentracdo de TNF-a nos sobrenadantes de cultura de células

mononucleares, espontaneo, estimuladas por BCG ou PHA, de pacientes com Doenca de

Crohn:
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Intervengdo Nutricional

(aza + anti-TNF-a + Suplemento n=22),

Comparacao | (aza + anti-TNF-a n=10) e ©: Comparacgéo Il (aza n=11).
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A mediana da producéo de IL-6 espontanea é apresentada na Tabela 7.
Nao foram encontradas diferencas significativas na producao de IL-6 entre os
tempos e nos grupos de pacientes (Tabela 7 e Figura 15). Entretanto foi
encontrada diferenca significativa entre os tempos iniciais dos trés grupos
(p=0,012, Teste de Kruskal-Wallis).

Também nao foram encontradas diferencas significativas na producao

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

Entretanto a mediana inicial da producao de IL-6 estimulada por PHA
no grupo de intervencgao nutricional foi 2279,98 (709,34 a 7140,25) pg/mL, apos 8
semanas de suplementag&o nutricional foi 2331,90 (897,26 a 31202,94) pg/mL e
ao final das 16 semanas de intervengédo nutricional foi de 2287,57 (713,78 a
7146,88) pg/mL (p=0,483, Teste de Friedman) (Tabela 8 e Figura 15).

A concentracao mediana da producéo de IL-6 estimulada por PHA nos
sobrenadantes de cultura dos pacientes com Doenca de Crohn do grupo
Comparacao | 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 Comparacéo Il a concentracdo mediana da producao 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 significancia & baseada na mediana dos trés grupos

nos tempos iniciais.
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Figura 15: Concentragdo de IL-6 nos sobrenadantes de cultura de células mononucleares,
espontaneo, estimuladas por BCG ou PHA, de pacientes com Doenca de Crohn: 0O:
Intervencao Nutricional (aza + anti-TNF-a + Suplemento n=22), +: Comparacao | (aza +

anti-TNF-a n=10) e ©: Comparacéao Il (aza n=11).
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As concentragdes de TGF-B2 dosadas em soro e plasma dos pacientes
estao distribuidos na tabela 9 e figura 16. Os valores de TGF- 3 3 no soro e no

plasma estdo na Tabela 10 e figura 17.

Tabela 9: Concentracao de TGF-B2 no soro e no plasma de pacientes com
Doenca de Crohn.

Producéao de TGF-B 2 (pg/mL)

Grupo
Soro Plasma
Intervencao
Inicio 0 i
(0a176,16)" (0 a124,41)
8 semanas 0 o0
(0 a 186,43) (0 a280,30)
16 semanas 0 Y
(0 a351,81) (0 a 289,27)
p? 0,076 0,011
Comparacéo |
Inicio 1970 .
(0a71,69) (0a108,97)
16 semanas ° X
(0 a 78,25) (0 2 94,68)
p? 0,225 0,655
~ 0 0
Comparacao Il (0 a 68,78) (0 a 26,0)
p4 0,387 0,108

': Teste de Friedman. Os valores foram expressos em mediana, minimo e maximo.

2. Comparagdo entre os tempos no Grupo de Intervencdo (azatioprina + anti-TNF-a +
Suplemento), (Teste de Friedman).

8: Comparacao entre os tempos no Grupo Comparagao | (azatioprina + anti-TNF-a), (Teste de
Wilcoxon).

*: Comparacdo entre os tempos iniciais dos Grupos: Intervencao (anti-TNF-a + azatioprina +
Suplemento), Comparacao | (azatioprina + anti-TNF-a) e Comparacéo Il (azatioprina), (Teste
Kruskall-Wallis).
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A concentracdo mediana da producado de TGF-B2 dosada em plasma
de sangue periférico total dos pacientes com Doenca de Crohn do grupo de
intervencao nutricional no inicio foi 0,0 (0,0 a 124,41) pg/mL, ap6s 8 semanas de
suplementacao foi 72,19 (0,0 a 280,30) pg/mL, e ao final das 16 semanas de
intervencao nutricional foi 0,0 (0,0 a 289,27) (p=0,011, Teste de Friedman) (Tabela
9 e Figura 16). O aumento significativo ja foi observado 8 semanas apds de
intervencao nutricional (p=0,009, Tese de Wilcoxon). Entretanto, nos grupos
Comparacdo | e Comparacado Il ndo foi observada diferenca significativa na
producéo de TGF-B 2 (Tabela 9 e Figura 16).
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Figura 16: Concentracdo de TGF-B2 no soro ou plasma dos pacientes com
Doenca de Crohn: O: Intervencdo Nutricional (aza + anti-TNF-a + Suplemento
n=22 pacientes), +: Comparacdo | (aza + anti-TNF-a n=10 pacientes) e <:
Comparacéo Il (aza n=11 pacientes).
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Tabela 10: Concentragcdo de TGF-B3 no soro e no plasma de pacientes com
Doenca de Crohn.

Producao de TGF-B3 (pg/mL)

Grupo
Soro Plasma
Intervencao
.. 0 0
Inicio
(0 a402,15) (0 a248,61)
0 31,75
8 semanas
(0 a731,26) (0 a774,95)
0,0 15,99
16 semanas
(0 a 1128,46) (0 a412,33)
p’ 0,792 0,238
Comparacéo |
. 0 17,33
Inicio
(0a67,41) (0,0 2 147,87)
0 17,36
16 semanas
(0 a 40,58) (0 a96,77)
p’ 0,273 0,600
~ 0 0
Comparacéo Il
(0 a49,31) (0 a96,62)
p’ 0,950 0,508

': Os valores foram expressos em mediana (minimo € maximo).

2. Comparacdo entre os tempos no Grupo de Intervencdo (azatioprina + anti-TNF-a +
Suplemento), (Teste de Friedman).

8: Comparacao entre os tempos no Grupo Comparagao | (azatioprina + anti-TNF-a), (Teste de
Wilcoxon).

*: Comparacéo entre os tempos iniciais dos Grupos: Intervencgao (azatioprina + anti-TNF-a +
Suplemento), Comparagao | (azatioprina + anti-TNF-a) e Comparacao Il (azatioprina), (Teste
Kruskall-Wallis).
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Figura 17: Concentracdao de TGF-B3 no soro ou plasma dos pacientes com
Doenca de Crohn: 0O: Intervencdo Nutricional (aza + anti-TNF-a + Suplemento
n=22 pacientes), +: Comparacdo | (aza + anti-TNF-a n=10 pacientes) e <:
Comparacéo Il (aza n=11 pacientes).
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4.5. Resumo dos Resultados

. Em relacao aos linfécitos T no sangue periférico, nos trés grupos de

pacientes com Doenca de Crohn, Intervencao Nutricional (IN: aza + anti-TNF-

o + suplemento), Comparacao | (Cl: aza + anti-TNF-a) e Comparacao Il (Cll:

aza), observamos que:

1.

2.

Nao houve diferenca nos percentuais de linfécitos T entre os pacientes com
DC.
A suplementacao nutricional aumentou o percentual de linfécitos T CDS3.

Il. Em relacao a proliferacao nao estimulada de TCD3, TCD4, TCD8, TCR 3,

observamos que:

1.

A intervencédo com suplemento nutricional (IN) reduziu de modo significativo
o percentual de linfoblastos TCD8+ (p=0,033), ap6s 8 e 16 semanas de
intervencao.

No grupo IN o percentual de linfoblastos TCD8+, na fase inicial, foi mais
elevado do que no grupo ClI (p=0,004)

No grupo ClII o percentual de linfoblastos TCDS3 foi maior (p=0,019) do que
no grupo IN e de TCD8 foi menor (p=0,04) do que no grupo IN.

Houve diferenca significativa no percentual de linfoblastos TCD3 iniciais
entre os grupos de controles normais com IN (0,037), Cl (0,001). O grupo
Cll ndo mostrou diferenca 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 préximo do normal, mas TCD4 e TCD8 estavam mais baixos
do que 0s normais.

No grupo CI o percentual de linfoblastos TCRy® foi maior do que no grupo
normal (p=0,008).
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lll. Em relacao a proliferacao de TCD3, TCD4, TCD8, TCR Y5 estimulada por

BCG observamos que:

1. A suplementacdo nutricional ndo influenciou a proliferacdo TCD3, TCD4,
TCD8 e TCRyd BCG especifica.

2. Linfoblastos TCD3 BCG especifico foi significativamente mais baixo nos
grupos IN (p<0,001) CI (p<0,013) CllI (p<0,001) do que no grupo normal.

3. No grupo CIl, o percentual de linfoblastos TCD4 BCG especifico foi
significativamente mais alto (p<0,01) e de TCRyd (p=0,001) mais baixo do

que no grupo normal.

IV. Em relacao a proliferacao de TCD3, TCD4, TCD8, TCR Y5 estimulada por

PHA observamos que:

1. A suplementagao nutricional ndo influenciou a proliferagdo TCD3, TCD4,
TCD8 e TCRy® PHA inespecifica.

2. Linfoblastos TCD3 foi significativamente mais baixo nos grupos ClI
(p=0,025) e CllI (p<0,001) do que no grupo normal.

3. O grupo Cll apresentou linfoblastos TCD3 mais baixo do que nos grupos IN
e Cl (p=0,0006) e dos normais (p<0,001). Também, TCRyd foi mais baixo
do que nos grupos IN e Cl (p=0,002) e controle normal (p<0,001).

V. Em relacao a secrecao de TNF-a espontanea, estimulada por BCG e por

PHA, observamos que:

1. A suplementagdo nutricional ndo influenciou a secregdo de TNF-a
espontanea, estimulada por BCG nem por PHA.

2. Embora os pacientes dos grupos IN (p<0,001) e CI (p<0,001)
apresentassem TNF-a espontanea com valores iniciais mais altos do que
os controles normais, ndo se observaram diferenca significativa entre a

secrecao de TNF-o espontanea, com a estimulada por BCG nem por PHA

Resultados
-118 -



entre os pacientes dos trés grupos. Indicando baixa resposta de secrecao
de TNF-a ao estimulo com BCG, talvez pelo uso de anti-TNF-o e aza nos
pacientes.

No entanto, houve diferenca altamente significativa quando se compara
entre os controles normais, a secrecao de TNF-a espontanea e estimulada
com PHA com a estimulada por BCG, indicando a elevada resposta ao BCG.
O grupo CI reduziu (p=0,022) os valores de TNF-a espontanea apés 16
semanas de seguimento.

O grupo CII apresentou baixos valores (p<0,001) de TNF-a espontanea

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

VI. Em relacao a secrecao de IFN-y espontanea, estimulada por BCG e por

PHA, observamos que:

1.

A suplementacdo nutricional reduziu a secrecdo de IFN-y estimulada por
PHA.

Em relacdo ao grupo controle normal, os pacientes dos 3 grupos
apresentaram acentuada reducdo na producdo de IFN-y estimulada por
BCG (p<0,001) mas, elevados valores de IFN-y estimulada por PHA.

A reducao acentuada para producao de IFN-y por BCG nos pacientes pode

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

VIl. Em relacao a secrecao de IL-6 espontanea, estimulada por BCG e por

PHA, observamos que:

1.

A suplementagéo nutricional n&o influenciou a secre¢éo de IL-6 espontanea,
estimulada por BCG nem por PHA.
Foram observados valores muito elevados de IL-6 espontanea nos grupos
IN e Cl e mais baixos no grupo CIll (p=0,012) e também para IL-6
estimulada com PHA (p=0,033). O CIl mostra controle na secrecao
espontanea e estimulada por PHA.
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3. Diferente da TNF-a houve acentuada resposta na secrecdo de IL-6
estimulada com BCG e com PHA em relacdo a espontanea, indicando que
ela é independente do circuito de TNF-a.

4. Os valores de IL-6 espontaneo e estimulado por BCG sdo muito elevados,
indicando que o suplemento, o anti-TNF-a e aza ndo conseguem reduzir

esses valores.

VIil. Em relacao a secrecao de TGF-32 no soro e no plasma:

A suplementacdo interferiu nos valores de TGF-B2 no plasma com
diferenca estatistica.
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No presente estudo, avaliou-se, no sangue periférico, o equilibrio
Th1/Th2, examinando in vitro a proliferacdo espontanea e estimulada com BCG e
PHA de linfocitos TCD3+, TCD4+, TCD8+ e TCRyd e a secrecao de IFN-y, TNF-q,
e IL-6 no sobrenadante das culturas. TGF- foi avaliada no plasma e no soro
desses pacientes. Havia trés grupos de pacientes. O grupo de intervencdo com o
suplemento sob terapia com azatioprina e anti-TNF-a a cada 8 semanas, € o
grupo sem intervencdo 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 possuia caracteristicas clinicas variaveis embora
o Indice de atividade da Doenca de Crohn estivesse abaixo de 160. (dados
cedidos por Pinto EACL e Davanco T). O grupo de Intervengao Nutricional (IN aza
+ anti-TNF-a + Suplemento) com mediana, valor minimo e maximo de IADC 91 (38
a 162)%, o grupo Comparacgao | (Cl aza + anti-TNF-a) IADC 89 (51 a 152)% e
grupo Comparacao Il (Cll 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 inflamatério certamente mais amplo porém,

sdo inefetivos em um subgrupo de pacientes (77).

Muitas terapias com biol6gicos estdo em investigacdo, mas o Unico
correntemente licenciado é o anti-TNF-a, um anticorpo quimérico IgG1 para TNF-a.
Dois tercos dos pacientes com doenga crbnica ativa resistente aos
corticosteroides e outros imunossupressores respondem ao anti-TNF-a, e uma
proporcao similar de pacientes com fistula (primariamente perianal) responde 50%
de cura das fistulas, pelo menos superficialmente (41).

As reagbes a infusdo do anti-TNF-a ocorrem ocasionalmente e séo
mediadas, pelo menos em parte, por anticorpos anti-anti-TNF-a que podem ser,
também, responsaveis pela perda de resposta a droga. Altos titulos de anticorpos
podem ser prevenidos tanto pela aplicacdo 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 manutengdo com uma infusédo a
cada 8 semanas mantém a resposta, mas terapia episédica (infusdes
subsequentes quando a doenga recai) promove quase 0 mesmo bom resultado
durante o seguimento de um ano apds a inducéo inicial. Contudo, ainda ocorrem

recidivas sob terapia regular de manutencéo.

Efeitos colaterais do anti-TNF-a sdo incomuns, mas ha preocupacdes
com ativacao de tuberculose latente e aparecimento de anticorpos para DNA (10-
15%) com manifestacbes ocasionais de sindrome lupus e possivelmente
malignidade. Estdo relatados raros casos de linfomas de «células T
hepatoesplénico em pacientes com DC e artrite reumatdide sob terapia também

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

Quase todos os pacientes do presente estudo foram submetidos a
cirurgia. Durante o curso da DC, 75 - 85% dos pacientes necessitam, de pelo
menos, uma cirurgia. As principais indicacbes sao: estenose causando sintomas
obstrutivos, falha na resposta ao tratamento, fistulas e doenga perianal. A
resseccdo deve ser limitada para preservar o0 maximo de intestino normal a
macroscopia. Derivacdo de passagem deve ser evitada porque ha elevado risco
de recorréncia e pode ser complicado pelo super crescimento bacteriano e mal

absorcgao.

Consequentemente, €& provavel que os fatores etioldgicos
predominantes, e, portanto, os alvos terapéuticos mais efetivos, diferem entre os
pacientes com DC, podendo ser constituido subpopulagdes de pacientes. Contudo,
as terapias imunossupressoras  correntes  (azatioprina, = metotrexate,
glicocorticoides e anticorpos anti-TNF-a ou anti-integrina-a) sdo de efetividade
variavel e ndo focalizam a via TCD4+ efetora especifica (78).

Um aspecto cardinal da DC é a presenca da inflamacéao crénica da

mucosa. Os tipos de células que direcionam essa resposta inflamatéria e por qual
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estimulo ela é desencadeada constituem os desafios para o entendimento da sua
fisiopatologia. Contudo, os estudos de observacdo e de resposta terapéutica
revelam grande heterogeneidade com respeito a atividade celular e resposta ao
tratamento. Isso pode refletir tanto a heterogeneidade entre os pacientes em
relacdo a biologia da doenca ou heterogeneidade com relagcao ao curso da doenca
de um paciente em diferentes momentos. Com essa premissa em mente, foram
considerados critérios de inclusdo que minimizassem essa heterogeneidade de
resposta terapéutica entre os pacientes. Por essa razao, o critério da presente
casuistica foi incluir pacientes sob 0 mesmo esquema terapéutico e um grupo

como o Cll que estava na fase estavel da doenca.

Entre os pacientes com DC, os percentuais de linfécitos T foram
semelhantes, mas o percentual de linfoblastos TCD3 no grupo CIl foi maior
(p=0,019) e de TCD8 menor (p=0,04) do que no grupo IN, justificando porque o
grupo ClI estava fora do tratamento com anti-TNF-a e recebiam apenas aza. Os

grupos IN e Cl apresentaram mais semelhangas nesses parametros.

Recentemente, foi relatado que os pacientes com DC compartilham um
fenétipo comum que € a resposta imune alterada para infeccdo bacteriana.
Avancos da genética e da genbmica apontam que a lesdo funcional primaria na

patogénese da DC esta mais para imunodeficiéncia do que para autoimunidade.

As teorias prevalentes advogam um papel central para disfuncdo de T
na patogénese da DC e, mais recentemente, o foco esta na deficiéncia do sistema
imune inato. A confirmagdo de defeitos na inflamagdo aguda nesses pacientes
seguida pela identificacdo de multiplos variantes genéticos associados com
susceptibilidade a doenca tém centrado as anormalidades nos fagodcitos. A
hipotese explica as manifestacdes clinicas e patolégicas da DC e considera
agentes microbianos, permeabilidade da mucosa e disfuncédo de células T como
fatores etiol6gicos. Nao seria qualquer patégeno que faria surgir a doencga de
Crohn, mas a presenca de numero suficiente de microrganismos viaveis para

superar a resposta inflamatoéria inicial e provocar uma reacao granulomatosa com
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ativagcdo secundaria de T (20).

Assim, hoje considera-se que falha genética de clareamento bacteriano
ao invés de taxas de infeccdo elevada, pode ser o marcador do processo
subjacente da DC mais do que um evento patogénico primario. As rupturas da
célula epitelial intestinal e da camada de muco contribuem para aumentar o
namero de bactérias que podem ganhar acesso aos tecidos subjacentes.
Influéncias do ambiente podem agir sinergisticamente com fatores herdados para
atenuar na resposta inflamatoria aguda.

Nesse contexto de imunodeficiéncia, os pacientes com DC constituiram
um grupo significativamente diferente do grupo controle normal nos parametros de
proliferacao celular BCG especifico e secrecao de TNF-a e IFN-y estimulados com
BCG. Linfoblastos TCD3 BCG especifico foram significativamente mais baixos nos
grupos IN (p<0,001), Cl (p<0,013), Cll (p<0,001) do que no grupo normal. A baixa
resposta de secrecdo de TNF-a ao estimulo com BCG, talvez seja uma das
consequéncias do anti-TNF-a e aza nos pacientes. Embora os pacientes dos
grupos IN (p<0,001) e CIl (p<0,001) apresentassem TNF-o espontanea com
valores iniciais mais altos do que os controles normais, ndo se observou diferenca
significativa entre a secrecdo de TNF-a espontanea, com a estimulada por BCG

nem por PHA entre os pacientes dos trés grupos.

O presente trabalho se reveste de grande importancia porque avaliou
um suplemento nutricional enriquecido com TGF-B, oferecido por via oral para
atingir o tecido alvo que € a mucosa intestinal. Por outro lado, o fato de se ter
utilizado o sangue periférico para examinar resposta celular BCG especifico
sugere que o defeito imune é global e estd associado com doenca intestinal.
Talvez fosse melhor considerar a DC como doencga sistémica com manifestacdes
intestinais. Deveriam os pacientes com anormalidades histopatolégicas similares
em outros 6rgaos serem investigados para um defeito imune. Com a identificacao

de um fenétipo geral especifico para DC, surgem novas questoes.
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Na genética da DC a frequéncia dos alelos predispondo a doenca é alta
na populacdo geral, enquanto a correlagdo entre a presenga de um dado alelo
predispondo a doenca e a doenca clinica é baixa. O cromossomo 16 (NOD2,
CARD15) e a regiao HLA no cromossomo 6 tém sido implicados na
susceptibilidade da DC. H& confirmacdo de que a DC pode ser definida por

genotipos especificos (79).

Esses alelos CARD15 tém dado informagdes sobre fendtipos
alternativos e, também, sobre o prognéstico de DC. Outros genes, como o IBD5
(um haplétipo de 250 kb no 5931 do grupo do gene da citocina) conferem
susceptibilidade a DC independente de CARD15. E OCTN1/SLC22A4 e
OCTN2/SLC22A5, representam os transportadores de céation organico para
epitélio, macréfagos e outros tipos de células. Todos esses genes estao
associados com susceptibilidade a DC e, talvez, com a doenga perianal,
particularmente no contexto de CARD15 (79).

Trés loci genéticos NOD2/CARD15, ATG16L1, IRGM, preenchem estes
critérios, no qual um ou mais polimorfismos predispdem especificamente a doenca.
NOD2 é um sensor bacteriano intracelular, enquanto ATG16L1 e IRGM estéo
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
transcricdo, transducao, ou a secrecao de citocinas proinflamatérias? (20, 80, 81).

Recentemente, Cooney e col. (81) demonstraram que NOD2 estimulado
por muramildipeptideo (MDP) induz autofagia na célula dendritica (CD). Esse
efeito € necessario para o manejo da bactéria e geracao de resposta de T CD4+
antigeno especifico do complexo MHC Il das CD. As CD de individuos com DC
expressam variantes de NOD2 e ATG16L1 associados que sdo defeituosos na
inducédo de autofagia, no trafego bacteriano e na apresentacdo de antigeno. 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 persisténcia da bactéria por
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alteragéo da via lisossomal e do clareamento da bactéria mediada pelo sistema
imune. Embora a atencdo tenha sido previamente focalizada nos genes HLA
classe 1 e 2, o l6cus também inclui genes do TNF-a e linfotoxina—a. Certos
haploétipos nessa regidao podem predizer a resposta para a terapia com anti-TNF-
a.

Consequentemente, a imunodeficiéncia como origem da DC esta cada
vez mais se fortalecendo, com profundas implicacées para o tratamento clinico
dessa doenca. Enquanto o tratamento corrente estd direcionado para a
imunossupressao da inflamacao e € efetivo na fase secundaria da doenca, ele
pode de fato exacerbar a anormalidade subjacente e, potencialmente, converter
uma doenga esporadica em uma condigao recidivante crénica. Pode ser que
promover uma estimulacdo imune em pacientes com doenca quiescente possa

ajudar a remissao e prevenir o intercurso da inflamacéo.

Nesse sentido, os resultados do presente estudo mostram que um
suplemento nutricional com proteinas do soro de leite enriquecido com TGF-B
aumentou o percentual de linfécitos T CD3, reduziu de modo significativo o
percentual de linfoblastos TCD8+ (p=0,033) apo6s 8 e 16 semanas de intervencgao,
reduziu a secrecado de IFN-y estimulada por PHA e aumentou os valores de TGF-
B2 no plasma com diferenca estatistica (p=0,011).

Contudo, o suplemento nao influenciou na proliferagdo TCD3, TCD4,
TCD8 e TCRyd BCG especifica nem PHA inespecifica. Também néo interferiu na

secrecao de TNF-a e IL-6 espontéanea, estimulada por BCG nem por PHA.

Consequentemente, embora a resposta TCD4+ possa na verdade ser o
centro da inflamacao associada a DC, seu recrutamento pode ser secundario as
desordens da comunidade microbiana e ou do hospedeiro. Se for verdade, a
terapia definitiva para DC necessitara de estratégias para determinar quais
defeitos existem nos fatores etiolégicos subjacentes: disbiose, integridade da

barreira da mucosa, agentes microbianos, sistema imune inato, e ou
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imunorregulacdo. Biomarcadores para diagnosticar esses defeitos e as terapias
para corrigi-los, constituem a oportunidade para caracterizar definitivamente e

curar essa categoria de doenca (82).

Desde 1980, os linfocitos T helper (Th) vém sendo classificados em
diferentes subpopulacées Th1, Th2, Th17, T regulatérias, de acordo com o padrao
de secrecdo de interleucinas. Nesse aspecto, a DC é considerada uma doenca
Th1 tipica, e caracterizada pelo excesso de produgcdo de IFN-y no intestino
inflamado. A importancia da via Th1 na patogénese de DC é creditada como
definitiva.

Em relacdo ao grupo controle normal, os pacientes dos 3 grupos
apresentaram acentuada reducdo na producao de IFN-y estimulada por BCG.
(p<0,001) mas, elevados valores de IFN-y estimulada por PHA.

IFN-y pode ativar uma série de células imunocompetentes como
macréfagos, células endoteliais e linfécitos e € um fator chave para a expressao
de MHC classe Il nas células apresentadoras de antigenos. Adicionalmente, IFN-y,
diminui a funcdo da barreira epitelial e promove a migracdo do neutrdéfilo pela
elevada expressao de quimiocinas e seus receptores. Na DC é observado nivel
elevado de IFN-y na mucosa. Os dados aqui apresentados mostram que havia
reducao da secrecao do IFN-y estimulada com BCG justificada pela supressao de
TNF-a com anti- TNF-a, mas nao inibiu a secrecado estimulada por PHA que é

inespecifica, sugerindo um estado de ativagao dessas células.

Estudo do balango Th1/Th17 dos linfécitos TCD4+ avaliado por meio do
eixo IL23/IL17 em linfécitos TCD4+ do sangue periférico e de lamina prépria de
pacientes mostrou aumento significante de producéao de IFN-y nas células TCD4+
da lamina prépria. IL-23 compartilha a subunidade p40 com IL-12, direciona a
inflamacéao crénica, e constitui a principal citocina na pesquisa da imunidade inata
com papel mais relevante do que a IL-12 na patogenia das doencas inflamatérias.
Além disso, IL-23 promove a sobrevida das células Th17 (83).
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Th17 sao caracterizadas como produtoras preferencialmente de IL-17 A,
IL-17 F, IL-21 e IL-22, e mediam mecanismos de defesa para varias infeccoes,
especialmente bactérias extracelulares e estdo envolvidas na patogénese de
muitas doencas autoimunes. Os receptores para IL-17 e |IL-22 estdo amplamente
expressos sobre varios tecidos epiteliais. As citocinas efetoras das células Th17,
além do mais, mediam a comunicacdo essencial entre o sistema imune e o0s

tecidos e tem papel indispensavel na imunidade tecidual (83).

Annunziato e col. (14) observaram a presenca de células T
produzindo IL-17 no intestino de pacientes com DC. Essas células também
expressavam IFN-y, IL-23R, IL-6, CCR6. Camundongos deficientes em expressao
de IL-17R A mostram reduzida emigracdo de polimorfonucleares para dentro do
célon assim como reduzida quantidade de CXCL2.

Estd em desenvolvimento um anticorpo anti-IL17 para empregar na
psoriase e DC, mas serd importante entender se essa estratégia tera algum
beneficio comparado com anti-TNF-a dado a natureza cooperativa entre TNF- a e
IL-17 na indugao de quimiocinas como ICAM1 e CXC nas células epiteliais.

Contudo, ainda ndo estdo completamente estabelecidas as
condi¢cbes que promovem a diferenciagdo de Th17. Segundo, como IL-6, TGF- B,
IL-23 e outros fatores controlam as células Th17 in vivo sob varias condi¢coes
inflamatérias ainda ndo estd esclarecido. As respostas a essas questdes sdo
importantes para o desenvolvimento de futuras estratégias terapéuticas. As
citocinas efetoras IL-17, IL-22, IL-21 s&do alvo potencial do futuro terapéutico (14).

Evidéncias acumuladas indicam que ativacdo nao controlada de
linfécitos T € 0 mecanismo central da patogenia envolvida no inicio e na regulacéo
do processo inflamatério (84). As células T na lamina prépria na DIl estao
caracterizadas por um aumento na proliferacdo e trafego de linfocitos T dentro da
mucosa intestinal, (85) producdo exagerada de citocinas inflamatérias e uma

resisténcia contra apoptose, a qual leva ao acumulo de células T e perpetuacao da
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resposta inflamatdéria (86).

Ha evidéncias de que a IL-6 pré-inflamatéria é crucial no processo
inflamatério intestinal ndo controlado. Ha elevada producéo de IL-6 e de seu
receptor soluvel (SIL-6R) pelos macrofagos intestinais e células TCD4+. A
formacao dos complexos IL-6 SIL-6R interagem com gp130 na membrana TCD4+
(trans-sinalizag&o) levando a uma elevada expresséo e translocagdo nuclear de
STATS, a qual causa inducao de genes anti-apoptéticos, tais como Bcl-xl. Isto leva
a uma alta resisténcia a apoptose das células T da lamina prépria. A expansao
subsequente de células T contribui para a perpetuacao da inflamacao intestinal
cronica. Esse entendimento referente ao papel patogénico predominante de uma
cascata inflamatoria dependente de IL-6 pode levar ao desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas no tratamento dessa doenca (87).

A perda de tolerancia aos antigenos e a resposta exacerbada do
sistema imune da mucosa intestinal, levam a uma ativacdo de populagdes
celulares centrais e consequente desregulacdo da homeostasia de mucosa. Esse
mecanismo emerge como evento chave na patogenia de DIl. A ativacéo
subsequente das populacdes imunes centrais € acompanhada pela producéao de
varios mediadores da inflamacdao que aumentam o processo inflamatério e

destruigao do tecido (87).

A mucosa dos pacientes com DC é dominada por TCD4+ com fendétipo
Th1, caracterizado por producédo de IFN-y e IL-2. Enquanto a mucosa de RCU é
dominada por TCD4+ com fendtipo atipico Th2 caracterizado pela producao de IL-
5 e IL-13, mas nao de IL-4. Essa diferenciacdo é apoiada pelo fato de que a
concentracao de IL-12 é significantemente mais alta na DC do que na RCU. Além
disso, macréfagos na DC e na RCU séao as principais produtoras de IL-1 e TNF-a.
Esse excesso de citocinas pro-inflamatérias estd envolvido na promogédo de
processo inflamatério, tanto através de ativacao de células T e B ou indugéo de
fibrogénese, producao de colageno, ativacao das metaloproteinases do tecido, ou

ativacdo da cascata da coagulagdo a qual sucede na manifestacdo da doencga
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através do aumento do processo inflamatério. As citocinas sdo alvos ideais

acessiveis para terapias imunossupressoras ou imunomodulatérias (88).

Em relacéo a secregao de IL-6 espontanea, estimulada por BCG e por
PHA, observamos que a suplementacao nutricional ndo influenciou a secrecao de
IL-6 espontanea, estimulada por BCG nem por PHA. Foram observados valores
muito elevados de IL-6 espontanea nos grupos IN e Cl e mais baixos no grupo ClI
(p=0,012) e também para IL-6 estimulada com PHA (p=0.033). O CIl mostra
controle na secrecdo espontanea e estimulada por PHA. Diferente da TNF-a
houve acentuada resposta na secreg¢éao de IL-6 estimulada com BCG e com PHA
em relacdo a espontanea, indicando que ela é independente do circuito de TNF-a.
Os valores de IL-6 espontanea e estimulado por BCG sado muito elevados,
indicando que o suplemento, anti-TNFo e aza nao conseguem reduzir esses

valores.

Em contraste com o paradigma predominante de uma diferenciacéo
Th1/Th2 na DC e na RCU, a IL-6 tem papel patogénico em ambas as doencgas. Na

DC, IL-6 é substancialmente elevada nos pacientes (89).

Além disso, no soro, IL-6 € um parametro clinico relevante para DC e se
correlaciona com atividade inflamatéria (90). Nos pacientes com recidivas da DC,
a frequéncia de recidivas € bem correlacionada com o nivel sérico de IL-6 durante
a remissao. Além disso, é demonstrado que as concentragdes elevadas de IL-6
nos pacientes com remissao induzida por corticoide é altamente preditivo para

uma recaida da doenga (91).

Foi amplamente discutido IL-6 sérico em pacientes com DC como
indicador para estratificar pacientes com alto risco de recidivas e desenvolvimento
de dependéncia aos corticoides (90). Nesse contexto, deve ser considerado que
corticoides na doenca de Crohn aguda suprime os niveis séricos de IL-6. Esse
efeito foi observado, também, no tratamento da RCU, com inibicdo da producao de

IL-6 pelas células mononucleares da lamina prépria (92). Nos pacientes que
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sofreram cirurgia com doenca crénica ativa ndo houve supressao da producao de
IL-6 pelas células mononucleares da lamina prépria pela terapia com corticoides
(92).

Esses dados sdo consistentes com resultados das medidas de IL-6 na
mucosa intestinal, onde RNA mensageiro de IL-6 estava elevado em biépsia de
mucosa colénica de pacientes com DC. Experimentos in vitro também
confirmaram producdo elevada de IL-6 das células mononucleares da lamina

prépria.

Em relacdo a secrecdo de TGF-B2 a suplementacdo aumentou os
valores no plasma com diferenca estatistica. TGF- € considerada uma citocina
pleiotrépica e sua principal caracteristica € atuar na proliferagéo e diferenciacao
celular, reparacao tecidual (cicatrizacdo), embriogénese, angiogénese e induzir
apoptose. TGF-B 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 degradacdo dos
componentes da sinalizagdo de TGF-B por um sistema de protedlise que é
dependente de ubiquitinacdo. O desequilibrio da via de ubiquitinacdo pode estar
associado a perda da responsividade ao efeito anti-proliferativo de TGF-B. TGF-8
regula a producao de matriz extracelular (MEC), e provoca a diminuicdo da
producdo de enzimas que degradam essa matriz (colagenase, heparinase). Na
cicatrizacdo, TGF-B, induz a produgdo de componentes da MEC, MMP-2
(metaloproteinase da matriz -2) e MMP-9 (metaloproteinase da matriz -9), que
facilitam a migracao dos queratinécitos da membrana basal para a regiao lesada,
acelerando o processo de cicatrizagao (94).

A sinalizacao do TGF-B gera inibicao da proliferacéo celular. Em células
epiteliais, endoteliais, hematopoiéticas, neurais e certos tipos de células

mesenquimais, o fator € 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 proliferagdo celular ou promove diferenciagdo ou apoptose (95).

TGF-B também possui a habilidade de induzir um processo denominado
epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) que inibe a producdo de proteinas
envolvidas na adesdo celular e aumento da producdo de MEC que estimulam
propriedades migratorias e invasivas da célula (93).

Em relacdo a secrecdo de TNF-a espontéanea, estimulada por BCG e
por PHA, observamos que: a suplementacdo nutricional ndo influenciou a
secrecdo de TNF-a espontanea, estimulada por BCG nem por PHA. Embora os
pacientes dos grupos IN (p<0,001) e Cl (p<0,001) apresentassem TNF-a
espontdnea com valores iniciais mais altos do que os controles normais, ndo se
observaram diferencas significativas entre a secrecdo de TNF-a espontanea, com
a estimulada por BCG nem por PHA entre os pacientes dos trés grupos. Isso
indica baixa resposta de secrecao de TNF-a ao estimulo com BCG, talvez pelo uso
de anti-TNF-o e aza nos pacientes. No entanto, houve diferenga altamente
significativa quando se compara entre os controles normais, a secrecado de TNF-a
espontdnea e estimulada com PHA com a estimulada por BCG, indicando a
elevada resposta ao BCG nos normais e a imunodeficiéncia nos pacientes. O
grupo Cl reduziu (p=0,022) os valores de TNF-a espontédnea apds 16 semanas de
seguimento. O grupo CIlI apresentou baixos valores (p<0,001) de TNF-a

espontanea quando comparado aos grupos IN e Cl e similar aos controles normais.

Discutiremos apenas se o anti-TNF-a teve influéncia nesses achados.
Em relacao aos efeitos adversos da associagao de corticoides e anti-TNF-a na DC
h& relatos de elevado risco para infec¢do por candida, herpes Zooster, doencas
desmielinizantes e displasia cervical (96). Também sao relatados novos casos de
tuberculose ativa em pacientes tratados com todos os anti-TNF-a disponiveis
devido a falta de adesao as recomendacgdes para prevenir reativagao de infeccao
de tuberculose latente (97). Varios estudos tém confirmado o alto risco para
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tuberculose posto pelos anticorpos anti-TNF-a. comparado com o receptor TNF-a

soluvel, particularmente com relacao a reativacao 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-a e

mostra a relevancia de terapia imunomoduladora por via oral.
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1. A suplementacdo nutricional aumentou o percentual de linfocitos
TCD3, reduziu de modo significativo o percentual de linfoblastos TCD8 (p = 0,033)
apos 8 e 16 semanas de intervencao, reduziu a secrecao de IFN-y estimulada por
PHA e aumentou os valores de TGF-B2 no plasma com diferenca estatistica (p =
0,011).

2. A suplementacdo nutricional ndo influenciou na proliferagédo TCD3,
TCD4, TCD8 e TCRyd BCG especifico nem PHA inespecifica. Também nao
interferiu na secrecdo de TNF-a e IL-6 espontanea, estimulada por BCG nem por
PHA.

3. Os pacientes com DC constituiram um grupo significativamente
diferente do grupo controle normal nos parametros de proliferacdo celular BCG
especifico e secrecdo de TNF-a e IFN-y estimulados com BCG. Linfoblastos TCD3
BCG especifico foi significativamente mais baixo nos grupos IN (p<0,001) CI
(p<0,013) Cll (p<0,001) do que no grupo normal com baixa resposta de secrecao
de TNF-o ao estimulo com BCG, talvez pelo uso do anti-TNF-o. € aza nos
pacientes. Embora os pacientes dos grupos IN (p<0,001) e Cl (p<0,001)
apresentassem TNF-a espontdnea com valores iniciais mais altos do que os
controles normais, ndo se observaram diferenca significativa entre a secrecéao de
TNF-a espontadnea, com a estimulada por BCG nem por PHA entre os pacientes
dos trés grupos.

4. Entre os pacientes com DC os percentuais de linfocitos T eram
semelhantes, mas o percentual de linfoblastos TCD3 no grupo CIl foi maior
(p=0,019) e de TCD8 menor (p=0,04) do que no grupo IN, justificando porque o
grupo ClI estava fora do tratamento com anti-TNF-a e recebiam apenas aza. Os
grupos IN e Cl apresentaram mais semelhangas nesses parametros.

5. Em relagdo ao grupo controle normal, os pacientes dos 3 grupos
apresentaram acentuada reducdo na producao de IFN-y estimulada por BCG.
(p<0,001) mas, elevados valores de IFN-y estimulada por PHA.

6. Foram observados valores muito elevados de IL-6 espontanea nos
grupos IN e Cl e mais baixos no grupo CIl (p=0,012) e também para IL-6
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estimulada com PHA (p=0.033). O Cll mostra controle na secrecido espontanea e
estimulada por PHA.
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8.1. Laudo emitido pelo ITAL antes do embalo.

LAUDO DE ANALISE N°: CQ-3858MB/08

DATA DA EMISSAOQ: 01/04/08

AMOSTRA: Proteina de soro de leite bovino em po

INTERESSADO: Maria Marluce dos Santos Vilela

ENDERECO: R. Tessalia Vieira de Camargo, 126, Centro de Investigagio em Pediatria, FCM4,
Unicamp, Bardo Geraldo — Campinas/SP

DATA DA ENTRADA DA AMOSTRA: 26/03/08

DATA DA ANALISE: 27/03/08

NATUREZA DA ANALISE: Microbiolégica

ANALISTA(S): Valéria C. A. Junqueira, Rosana F. Siqueira

1. METODOLOGIA

DOWNES, F. P. & ITO, K. (eds.). 2001. Compendium of methods for the microbiological examination of
foods, 4" ed. American Public Health Association, Washington, D. C.

1SO 6579. Microbiology of food and animal feeding stuffs Horizontal method for the detection of
Saimoneiia spp., 4" ed. The Intemational Organization for Standardization, 2002.

HORWITZ, W. & LATIMER, G.W. (edS.). Official Methods of Analysis of AGAC Intemnational, 18" Ed.
Gaithersburg, Maryland AOAC International, 2005.

ISO 6888-1. MaubmhgyoffmdaMmmaifeedmgsmﬂs~fhﬁmntalnuﬂmdﬁxﬂ?eenumaﬁmof
coagulase-positive staphylococci (Staphylococcus aureus and other species) — Part 1: Technique
using Baird-Parker agar medium, 1% ed., 1999. Amendment 1:2003.

2. RESULTADOS

Determinacio Resultado
Salmonelia (em 25g) Ausente
Coliformes totais (NMP/g)* 23
Escherichia coli (NMP/g)* <0,3
Estafilococos coagulase positiva (UFC/g)*™* <1
Bacillus cereus (UFC/g)** <1
Clostridium perfringens (UFClg)*™* <1
Contagem total de aer6bios mesdfilos (UFC/g)* 1,5x107

* Nuamero Mais Provavel por grama, ** Unidades Formadoras de Coldnias por grama

3. OBSERVAGOES

O Centro de Ciéncia e Qualidade de Alimentos néo respondeu pela amostragem e coleta do material
analisado. As informagBes contidas na identificacio da(s) amostra(s) foram fomecidas pelo interessado e
o0s resultados da analise tém valor restrito, aplicando-se exclusivamente a(s) amostra(s) enviada(s).

Visto

Neusely da Silva Valéria C. A. Junqueira
Gerente Analftico Pesquisador Clentifico

L R ]

Anexos
-157 -



8.2. Laudo emitido pelo ITAL apds, irradiacao.

LAUDO DE ANALISE N®: CQ 5103/2008MB
MATERIAL: Concentrado de proteinas de soro de leite bovino em po
INTERESSADO: Profa. Dra. Maria Marluce dos Santos Vilela
ENDERECO: Rua Tessilia Vieira de Camargo, 126 , CIPED FCM4 — UNICAMP — Campinas/SP
DATA DE ENTRADA DAS AMOSTRAS: 06/05/2008
DATA DE ANALISE: 07/05/2008
DATA DE EMISSAO DO LAUDO: 14/05/2008
NATUREZA DA(S) ANALISE(S): Microbiolégica

VEL(EIS): Valéria C. A. Junqueira, Rosana F. Siqueira

1. METODO(S)
DOWNES, F. P. & ITO, K. (eds.). 2001. Compendium of methods for the microbiological examination of
foods, 4" ed. American Public Health Assodiation, Washington, D. C.

ISO 6579. Microbiology of food and animal feeding stuffs Horizontal method for the detection of
Saimonella spp., 4" ed. The Intemational Organization for Standardization, 2002.

HORWITZ, W. & LATIMER, G.W. (edS.). Official Methods of Analysis of AOAC International, 18" Ed.
Gaithersburg, Maryland: AOAC International, 2005.

ISO 6888-1. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for the enumeration of
coagulase-positive staphylococci (Staphylococcus aureus and other species) — Part 1: Technique
using Baird-Parker agar medium, 1* ed., 1999. Amendment 1:2003.

2. RESULTADO(S)

Determinacao(Ges) Resultado(s)
Salmonetia (em 25mi) Ausente
Coliformes totais (UFC/ml)* <1
Escherichia coli {UFCimi)* <1
Estafilococos coagulase positiva (UFC/ml)* <1
Bacillus cereus (UFCiml)* <1
Clostridium perfringens (UF C/ml)* <1
Contagem total de aerdbios mesdfilos (UFC/mi)* 45x10°
* Unidades Formadoras de Colénias por millitro (de amostra reconstifuida segund ¢80 fi pelo i do)
3. OBSERVAGOES

O Centro de Ciéncia e Qualidade de Alimentos n3o foi responséve! pela amostragem e coleta do material
analisado. As informagbes contidas na identificagdio da(s) amostra(s) foram forecidas pelo interessado e
os resuitados da analise tdm valor restrito, aplicando-se exclusivamente a(s) amostra(s) enviada(s).

Este relat6rio somente podera ser reproduzido na integra. A reprodugsio parcial requer aprovagao formal
deste laboratorio.

E vedado o uso do nome do ITAL, sob pena de indenizaco, para qualificar produgao sobre a qual o
MEsSMO Nao exerceu quaiquer meio de controle.

Quando aplicavel, os pareceres e interpretagbes dos resuliados expressos néo fazem parte do escopo da
habilitagdio deste Laboratorio pela REBLAS.
Este laudoirelatdrio somente é valido com as assinaturas ou rubricas originais em todas as paginas.

Visto:

Neusely da Silva Valéria C. A. Junqueira
Vice-Diretora Técnica ULR Microbiologia Pesquisador Cientifica
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8.3. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA OS PAIS
OU RESPONSAVEIS DO PACIENTES MENORES DE IDADE COM DOENCA DE
CROHN

Declaro, por livre e espontdnea vontade, que permito a participagdo de,

, com idade de _ anos e HC
de n° sob registro de nascimento que se
encontra sob responsabilidade de , com idade
de anos, com o RG de n° , residente na Rua

, Cujo grau de
parentesco € , ha pesquisa intitulada “Avaliacao do efeito da

suplementacdo com proteinas do soro de leite e TGF-beta, sobre o estado
nutricional e a funcao de linfécitos em pacientes com Doenc¢a de Crohn”, projeto de
tese de doutorado da aluna Taciana Davango, promovido pelo Departamento de Pediatria
da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Unicamp, com orientacdo da Profa Dra.
Elizete Ap. Lomazi Costa Pinto e com co-orientacdo da Profa. Dra. Maria Marluce Dos
Santos Vilela

Esta pesquisa tem o objetivo de, através da suplementagdo alimentar com
proteinas do soro de leite e o TGF-beta, recuperar ou manter o estado nutricional e
melhorar a resposta inflamatéria dos pacientes com a doenca de Crohn.

Atesto que recebi esclarecimentos quanto aos propésitos e procedimentos a
serem utilizados durante o estudo, tais como:

a) entrevista com profissional das areas de nutricdo e medicina;
b) coleta de 30 ml de sangue para a realizacao de exames

c) exames antropométricos (peso, altura, pregas cutaneas)

d) ingestao do suplemento alimentar que for proposto;

e) fornecimento de informacdes referentes a ingestao alimentar.

Comprometo-me a oferecer o suplemento alimentar fornecido, bem como, seguir
as orientacdes recebidas quanto ao seu uso, tendo a garantia de receber resposta a
qualquer pergunta e, esclarecimento a qualquer divida acerca dos assuntos relacionados
a pesquisa e a suplementacao alimentar.

Estou ciente que néo receberei remuneragdo em troca da participagao, que os
dados obtidos serdo mantidos em sigilo, que posso deixar de participar da pesquisa no
momento em que desejar €, que a desisténcia ndo influenciara no atendimento que venho
recebendo.

De acordo,

Responsavel pelo Participante:
Taciana Davanco (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 Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas- UNICAMP: 19-3521-
8936
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8.4. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PACIENTES ADULTOS COM DOENCA DE CROHN

Eu, , com idade de anos e HC
de n° , RG Jpermito por livre e espontanea vontade a
minha participacdo na pesquisa intitulada “Avaliacdo do efeito da suplementaciao com
proteinas do soro de leite e TGF-beta, sobre o estado nutricional e a funcao de
linfécitos em pacientes com Doenca de Crohn”, projeto de tese de doutorado da aluna
Taciana Davango, promovido pelo Departamento de Pediatria da Faculdade de Ciéncias
Médicas (FCM) da Unicamp, com orientagéo da Profa Dra. Elizete Ap. Lomazi Costa Pinto
e com co-orientacao da Profa. Dra. Maria Marluce Dos Santos Vilela

Esta pesquisa tem o objetivo de, através da suplementagdo alimentar com
proteinas do soro de leite e o TGF-beta, recuperar ou manter o estado nutricional e
melhorar a resposta inflamatéria dos pacientes com a doenca de Crohn.

Atesto que recebi esclarecimentos quanto aos propésitos e procedimentos a
serem utilizados durante o estudo, tais como:

a) entrevista com profissional das areas de nutricdo e medicina;
b) coleta de 30 ml de sangue para a realizagdo de exames
c) exames antropométricos (peso, altura, pregas cutaneas)
d) ingestao do suplemento alimentar que for proposto;

e) fornecimento de informagdes referentes a ingestao alimentar.

Comprometo-me a ingerir o suplemento alimentar fornecido, bem como, seguir as
orientagbes recebidas quanto ao seu uso, tendo a garantia de receber resposta a
qualquer pergunta e, esclarecimento a qualquer divida acerca dos assuntos relacionados
a pesquisa e a suplementagéo alimentar.

Estou ciente que nao receberei remuneragao em troca da participacéo, que o0s
dados obtidos serdo mantidos em sigilo, que posso deixar de participar da pesquisa no
momento em que desejar e, que a desisténcia nao influenciara no atendimento que venho
recebendo.

De acordo,

Responsavel:
Taciana Davanco (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 Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas- UNICAMP: 19-3521-
8936
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8.5 Parecer do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
ANEXO 3 COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 10/07/07.
(Grupo I11)

PARECER CEP: N° 304/2007 (Este n° deve ser citado nas cotrespondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0227.0.146.000 -07

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “AVALIACAO DO EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM PROTEINAS DO
SORO DE LEITE E TGF-BETA SOBRE O ESTADO NUTRICIONAL E A FUNCAO DE
LINFOCITOS EM PACIENTES COM DOENCA DE CROHN”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Elizete Ap. Lomazi Costa Pinto.

INSTITUICAO: Hospital das Clinicas/UNICAMP.

APRESENTACAO AO CEP: 11/05/2007.

APRESENTAR RELATORIO EM: 22/05/08 (O formulario encontra-se no sife acima).

II - OBJETIVOS

Verificar o papel do suplemento Whey Protein com TGF-beta em pacientes portadores de
doenga de Crohn sob terapia com corticoide.

1L - SUMARIO

Para determinar o nimero de sujeitos participantes da pesquisa, serd feito um estudo
piloto com 20 pacientes, dos quais 10 receberdo a dieta com TGF-beta e 10 ndo a receberdo. Os
sujeitos da pesquisa serfio pacientes (criangas, adolescentes e adultos de ambos os géneros) com
doengas de Crohn atendidos no ambulatdrio de doengas inflamatérias. O desenho do estudo €
prospectivo e exigira intervencdio clinica: os sujeitos receberfio, por oito semanas, a formula
nutricional. Os suplementos deverdo ser ingeridos duas vezes ao dia (sugere-se que a ingestdo
ocorra no café da manhi e na ceia). A ingestfio sera avaliada quinzenalmente. Se algum paciente
apresentar intolerfincia, seja gastrointestinal ou alérgica, a suplementagdio serd imediatamente
interrompida. A proteina do soro de leite utilizada sera doada pela Hilma Cheese Company. Para
determinagio do escore clinico (avaliacio da presenca e sintomas clinicos: diarréia, dor
abdominal, humor, sinais extra-digestivos) serdo utilizados as ferramentas de Best W. R., para
adultos, e o Hyamas J. S., para criangas. O escore histoldgico ¢ endoscopico serd calculado
segundo o método de August. Por fim, os dados obtidos serfio analisados por meio do software
SPSS.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Trata-se de um projeto de doutorado. O protocolo esta bem estruturado e escrito, o que o
torna bastante claro. Inclui folha de rosto, descrigiio da pesquisa, orgamento, bibliografia, Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido, breve curriculum vitae dos pesquisadores e discussdo dos
aspectos éticos da pesquisa. Em relagfio & estrutura, portanto, o protocolo atende aos requisitos
da Resolugiio 196/96 do Conselho Nacional de Satde.

Comité de Bticn em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessalia Vicira de Camargo, 126 FONE (6§19) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (DY) 3R21-7187

candsfom anieamn he
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index. html

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido esta adequado, apds resposta do parecer.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Ftica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento
em qualquer fase da pesquisa, sem penaliza¢@o alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96
— Item 1V.1.f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por
ele assinado (Item 1V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apods analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res.
CNS Item [I.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou quando
constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (Res. CNS Ttem V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas
frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao
CEP e 4 Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagGes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara
e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projeto do
Grupo I.ou Il apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las
também a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.
251/97, Item 111.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos estabelecidos
na Resolucdo CNS-MS 196/96.

VI-DATA DA REUNIAO
Homologado na V Reunifio Ordinaria do CEP/FCM, em 22 ‘de maio de 2007.
Iy

Profa. Dra. CarmA Silyia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
i FONE (019) 3521-8930
FAXN  (819) 3521-7187
13084971 Campinas - SP cepietcmunicamp.br
o
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8.6. Poster apresentado no Congresso Brasileiro de Coloproctologia

QW PROLIFERACAO DE LINFOCITOS BCG ESPECIFICOS EM

3

¥ PACIENTES COM DOENCA DE CROHN SOB SUPLEMENTACAO

UNICAMP NUTRICIONAL.

Vanessa Oya, Taciana Davango, Yara Maria Franco Moreno, Cldudio Saddy Rodrigues Coy, Raquel Franco Leal, Maria de Lourdes Setsuko Aynitono, Elizete Aparecida Lomazi Costa Pinto e Maria Marluce
dos Santos Vilela.

Centro de Investigagéo em Pediatria (CIPED) / Gastrocentro - Ambulatdrio de Doengas Inflamatdrias Intestinais / Faculdade de Ciéncias Médicas /UNICAMP, Campinas, SP.

INTRODUCAQ E OBJETIVOS

A Doenga de Crohn ¢ uma inflamagdo cronica transmural granulomatosa da mucosa intestinal de causa desconhecida caracterizada pelo acometimento de qualquer parte do tubo digestivo. As
proteinas do soro de leite bovino sdo consideradas compostos bioativos e, algumas de suas propriedades relacionam-se & modulagdo do sistema imune. Os imunomoduladores orais com propriedades
antiinflamatérias, tais como proteinas do soro de leite e TGF-p podem favorecer a evolugdo dessa doenga. O objetivo deste estudo foi avaliar a proliferagdo celular BCG especificos em pacientes
com Doenga de Crohn sob suplementagdo nutricional com proteinas do soro de leite enriquecido com TGF-p.

METODOS
Delineamento do Estudo: Ensaio clinico, propectivo, de intervengdo nutricional com um concentrado de proteinas do soro de leite bovino enriquecido com TGF- com duragdo de 16 semanas.
Pacientes: Foram selecionadas 13 pacientes, idades entre 14 e 58 anos com Doenca de Crohn, sob seguimento clinico no Ambulatério de Doengas Inflamatérias Intestinais
Gastrocentro/UNICAMP. Os critérios de inclusdo foram: pacientes de ambos os sexos, em uso de terapia anti-TNF-u a cada 8 semanas, com Tndice de Atividade da Doenga de 120. Os dados
foram coletados em trés momentos: antes da introdugdo do suplemento (Tempo 1), 8 semanas apés a ingestdo do suplemento (Tempo 2) e ao final de 16 semanas de suplementag&o (Tempo 3).
Suplemento: Foi ofertado um concentrado de proteinas do soro de leite bovino enriquecido com TGF-B, gentilmente doado pela HILMAR CHEESE COMPANY. A oferta do suplemento baseou-se
no contelido proteico, fornecendo 50% da recomendagdo de proteinas proposta pela Recommended Dietary Allowances (RDA, 1989), que corresponde a 30g/dia.
Ensaio de Proliferagdo Linfocitdria: as células mononucleares de sangue periférico (CMSP) foram isoladas por centrifugagdo com gradiente de densidade (Ficoll-Pague 1077, Sigma) e cultivadas,
na concentragdo de 1x10¢ células/mL, em placas de cultura, & 37°C, 5% CO, por 6 dias nas seguintes condigSes experimentais: controle (sem estimulo), estimulo antigénico (Bacilo de Calnette-
Guérin (BC6), Instituto Butantan, SP), 5x10° UFC/mL) ou mitogénico (Fitohemaglutinina (PHA, Sigma, EUA), 7,5 ug/mL). As amostras foram imunofenctipadas com anticorpos monoclonais (anti-
CD3-PC5'CD4-RDI'CDB-FITC e TCRyd", Beckman-Coulter, EUA), adquiridas em citémetro de fluxo Coulter XL-MCL (Beckman-Coulter, EUA) e analisados com o software EXPO 1.0 (Beckman-
Coulter, EUA).

Andlise Estatistica: realizada utilizando o programa SPSS® for Windows (versdo 7.5.1, EUA). O teste de Friedman foi utilizado e considerado significativo valor de p<0,05. Os resultados foram
expressos em medianas, valores mdximos e minimos.

RESULTADOS

Antes da intervengdio nutricional, o percentual de linfoblastos CD3+ especificos para o BC& foi 9,3 (15 a 44.9)%. Em relagdo as subpopulagdes, o percentual de TCD4+ foi 28,1 (6,3 a 81,8)%,
TCDB+ foi 136 (2.7 a50,4)% e T(R o+ f0i 60,7 (5.9 a 93,9)%. Néo foram observadas diferengas no percentual de linfoblastos especificos para o BC6 entre os tempos.

O percentual de linfoblastos CD3+ e suas subpopulag@es, das cultura de CMSP ndo estimuladas, estimuladas por BCG ou por PHA, encontram-se na Figura 1.
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Figura 1: Percentual de linfoblastos CD 3+ (A) e subpopulagdes CD4+, CD8+ ¢ TCR vd (B) apés 6 dias de cultura de CMSP (néo estimuladas, estimuladas por BCG ou PHA) de pacientes com Doenga de Crohn

no inicio (Tempo 1), apés 8 semanas (Tempo 2) e apés 16 semanas (Tempo 3) da suplementagdo nutricional.

CONCLUSAO

Nesses pacientes foi observada resposta proliferativa BCG especifica. A suplementagdo nutricional com concentrado de proteinas do soro de leite bovino enriquecido com T6F-p, durante 16 semanas, ndo
modificou essaresposta.
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Centro de Investigagdo em Pediatria (CIPED) / Gastrocentro - Ambulatorio de Doengas Inflamatdrias Intestinais / Faculdade de Ciéncias Médicas /UNICAMP, Campinas, SP.

INTRODUGAO E OBJETIVOS

A Doenga de Crohn é uma inflamagdo crénica transmural granulomatosa da mucosa intestinal de causa desconhecida caracterizada pelo acometimento de qualquer parte do tubo digestivo. As
proteinas do soro de leite bovino sdo consideradas compostos bioativos e, algumas de suas propriedades relacionam-se & modulagdo do sistema imune. Os imunomoduladores orais com
propriedades antiinflamatérias, tais como protefnas do soro de leite e TGF-p podem favorecer a evolugdo dessa doenga. O objetivo deste estudo foi avaliar a produgdo de IFN-y em cultura
de células mononucleares de sangue periférico estimuladas por BCG em pacientes com Doenga de Crohn sob suplementagdo nutricional com proteinas do soro de leite enriquecido com TGF-p.

METODOS

Delineamento do Estudo: Ensaio clinico, propectivo, de intervengdo nutricional com um concentrado de proteinas do soro de leite bovino enriquecido com TGF-p com duragdo de 16 semanas.
Pacientes: Foram selecionadas 13 pacientes, idades entre 14 e 58 anos, com Doenga de Crohn, sob seguimento clinico no Ambulatério de Doengas Inflamatérias Intestinais
Gastrocentro/UNICAMP. Os critérios de inclusdo foram: pacientes de ambos os sexos, em uso de terapia anti-TNF-a a cada 8 semanas, Indice de Atividade da Doenca de 120. Os dados
foram coletados em trés momentos: antes da introdugdo do suplemento (Tempo 1), 8 semanas apés a ingestdo do suplemento (Tempo 2) e ao final de 16 semanas de suplementagdo (Tempo 3).

Suplemento: Foi ofertado um concentrado de protefnas do soro de leite bovino enriquecido com TGF-B, gentilmente doado pela HILMAR CHEESE COMPANY. A oferta do suplemento
baseou-se no contelido proteico, fornecendo 50% da recomendagdo de proteinas proposta pela Recommended Dietary Allowances (RDA, 1989), que corresponde a 30g/dia .

Citocina em Sobrenadante de Cultura de CMSP: as células mononucleares de sangue periférico (CMSP) foram isoladas por centrifugagdo com gradiente de densidade (Ficoll-Paque 1077,
Sigma) e cultivadas, na concentragio de 2x10% células/mL, em placas de cultura, & 37°C, 5% CO, por 2 dias nas seguintes condi¢8es experimentais: controle (sem estimulo), estimulo
antigénico (Bacilo de Calmerre-Guérin (BCE), Instituto Butantan, SP), 5x105 UFC/mL) ou mitogénico (Fitohemaglutinina (PHA, Sigma, EUA), 7,5 ng/mL). As amostras foram coletadas e a
concentragdo de IFN-y foi determinada por ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), por kits comerciais (Duo Set®, R&D Systems).

Andlise Estatistica: realizada utilizando o programa SPSS® for Windows (versdo 7.5.1, EUA). O teste de Friedman foi utilizado e considerado significativo valor de p<0,05. Os resultados

foram expr em med , valores mé e minimos.

RESULTADOS

A produgdo espontdnea de IFN-y no Tempo 1 foi de 0 (0 a 51,88) pg/mL, no Tempo 2 foi O (0 a 43,69) pg/mL e no Tempo 3 foi 0 (0 a 35,36) pg/mL. Nas culturas estimuladas por BCG foi de
86,24 (0 a 916,84) pg/mlL no Tempo 1, 48,70 (0 a 457,57) pg/mL no Tempo 2 e 67,01 (0 a 427,37) pg/mL no Tempo 3. Nas culturas estimuladas por PHA foi de 533,51 (147,24 a 2527,05)
pg/mL no Tempo 1, 275,68 (50,67 a 2580,20) pg/mL no Tempo 2 e 629,72 (0 a 1394,38) pg/mL no Tempo 3. Ndo houve diferenga significativa na produgdo de IFN-y entre os tempos.

A produgdo de IFN-y nos sobrenadantes de cultura de CMSP encontram-se na Figura 1.
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Figura 1: Concentragdo de INF-y (pg/mL) em sobrenadantes de cultura de CMSP (ndo estimuladas, estimuladas por BCG ou PHA) de pacientes com Doenga de Crohn no inicio
(Tempo 1), apés 8 semanas (Tempo 2) e apés 16 semanas (Tempo 3) da suplementagdo nutricional.

CONCLUSAO

Todos os pacientes apresentaram produgdo de IFN-y BC& especifica e a suplementagdo nutricional com proteinas do soro de leite enriquecido com TGF-B durante 16 semanas ndo
modificou a sua produgdo.
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BACKGROUND AND OBJECTIVES
Crohn's disease is a chronic transmural
intestinal mucosa of unknown cause characterized by
digestive tract. Immunomodulators with oral anti-inflammatory properties, such as
whey proteins and TGF-B, may tegulate the evolution of this disease. The objective of
Mssbsdywswevaimacs-muﬁc
in | blood
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METHODS

Study Design: prospecive study of nutritional intervention with a concentrate of
whey proteins enviched with TGF- for a period of 16 weeks.

Patients: Thirteen patients were selected under outpatient follow-up of
UNICAMP. Inclusion criteria were
patients of both genders whe were using anti-TNF-0 every 8 weeks, with Disease
Activity Index of 120. The evaluations were conducted in three stages: Time 1 - before
the introduction of the supplement, Time 2 - 8 weeks after the beginning of the
supplement ingestion and Time 3 at the end of 16 weeks of supplementation.

Supplement: it was offered as a concentrate of whey proleins enriched with TGF-
BMWWHWCHESECWWMWBM
on protein content, providing 50% of the recommendation prop by the
Recommended

Figuse 1: Percentage of CD3' lymphablasts (A) and CD4’, CD8’ and TCRyS' (B) after 6
days of culture of PBMC (not stimulated, stimulated by PHA or BCG) in patients with
Crohn's disease at beginning (Time 1) after 8 weeks (Time 2) and after 16 weeks (Time
3) of nutrifional supplementation.

The median spontaneous production of IFN-y at Time 1 was 0 (01051.88) p
at Time 2 was 0 (0 to 43.69) pg / mL and Time 3 was 0 (0 to 35.36) pg/mL. in

Dietary Allowances (RDA, 1989} ngmmg!day

Lymphocyte Proliferation
mmdsladbycemmwﬁthadmsﬂymm{ﬁml?mmﬁ jand
cultured at a concentration of 1x10° cells / mL in culture plates at 37°C, 5% CO2 for 6
days under the following conditions: control (without stimulation), anfigenic stimulus
(Bacilius Calmette-Guerin (BCG), Instituto Butantan, SP), 5x10° CFLIfm) or mitogen
(phytohemagglutinin (PHA, Sigma, USA), 7.5 mg/mL). The samples were incubated
with monoclonal antibodies (anti-CD3-PC5" CD4-RD1" CD8-FITC" and TCRyS,
Beckman-Coulter, USA), acquired in Coulier XL-MCL flow cylometer (Beckman-
Coulter, USA) and analyzed with software EXPO 1.0 (Beckman-Coulter, USA).

Cytoki in culture super of PBMC: PBMC were cultured at a
mdhiwmmmm the 37°C, 5% CO, for 2 days under
same conditions as the lymphoproliferation assay. The samples were collected and the
concentration of IFN-y was determined by ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay) by a commercial kit (Duo Set”, R & D Systems).

Statistical Analysis: performed using SPSS” for Windows (version 7.5.1, USA).
Friedman's test was used and p<0.05 was considered significant. Results were
expressed as median, minimum and maximum values.

RESULTS
The patients were aged b 1-Iar|d58yeats
Before the nutritional intervention, the CD3’ lymphoblasts
BCGMwamB:’oﬁSbHQﬁ Regardmnlhe the median

of CD4" was 28.1 (6.3 to 81.8)%, CD8" was 13.6 (2.7 to 50.4)% and
TCRyS was 60.7 (59 to 93.9)%. There were no differences in

by BCG it was 86.24 (010 916.84) pg/ml at Time 1, 48.70 (010457.57) pg/mL
at Time 2 and 67.01 (0 to 427.37) pg/mL at Time 3. In cultures stimulated by PHA it was
533.51 (147.24 to 2527.05) pg/mL at Time 1, 275.68
(ms?mzsmzn)pgm_aumzmn(ommmas)pgm.atmaﬂm
‘was no significant differ of IFN-y bety fimes.

The production of IFN-y in culture supematants of PBMC are shown in Figure 2.
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response and IFN- y Nutritional supplementation with whey proteins
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responses.

lymphoblasts percentage times. The perc of CD3’ lymphoblasts and
their subpopulations in cultures of unstimulated, BCG and
PHA-stimulated PBMC are shown in Figure 1. FINANCIAL SUPPORT: FAPESP and 3y
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