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Resumo

A Doenca de Crohn (DC) é uma desordem inflamatdria intestinal cronica,
com evidéncia de inflamacdo transmural granulomatosa da mucosa. Ha
aumento da permeabilidade intestinal, reducao da atividade do sistema muco
ciliar, alteragcbdes nas juncdes epiteliais, deficiéncia de oligoelementos até
desnutricdo grave. A etiopatogenia permanece é desconhecida, mas ha
hipdteses sobre a genética da doenca e alteragdes da regulacao da resposta
imune da mucosa para a microbiota intestinal.

O diagndstico é estabelecido pelos sintomas e sinais, imagens da
endoscopia e radiologia, e histologia do tecido intestinal.

O objetivo desta pesquisa foi investigar o efeito de um concentrado de
proteinas de soro de leite bovino enriquecido com TGF-B sobre a inflamacado e
0 estado nutricional dos pacientes com DC sob terapia com azatioprina sozinha
ou combinada com anti-TNFa (infliximab).

O desenho do estudo é prospectivo e de intervengao via oral por
dezesseis semanas com um concentrado de proteinas do soro de leite
enriquecido com TGF-B. Foram realizadas analises de composicao centesimal,
grau de hidrélise, solubilidade e determinacdao total de aminoacidos do
suplemento da proteina do soro de leite bovino. A ingestdao alimentar e estado
nutricional foram avaliados antes e apds a intervengdo. Para avaliagao
sensorial do suplemento foi aplicado teste de aceitacdao utilizando escala
hedonica facial de 9 pontos. A inflamacao foi avaliada antes, durante e apods a
intervencdo, através da medida do indice de atividade da doenca e da
dosagem do sistema oxidante H,0, pelos granuldcitos e antioxidante
enzimatico da Glutationa eritrocitaria (GSH).

O grupo total de pacientes com doenca de Crohn apresentou, em sua
maioria, consumo adequado de carboidratos e lipideos, e o consumo de
proteina foi superior ao recomendado em mais da metade dos pacientes.
Constatou-se inadequacao na ingestdo de vitaminas A, C, D, E, fibras, calcio,
folato, ferro e zinco. A ingestdao de proteinas do soro de leite resultou em

melhora da composicao corporal dos pacientes. A avaliagdo sensorial mostrou
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que cerca de 30% dos individuos gostaram do suplemento com relagao a
todos os atributos avaliados, j@ metade deles ndao gostaram e 20% o
classificaram como “mais ou menos”.

A avaliacdo clinica pelo Indice de atividade da Doenca de Crohn (IADC),
mostrou que a suplementagdao nutricional no grupo de pacientes sob terapia
combinada Azatioprina e Infliximab reduziu significativamente o IADC revelado
pela melhora dos sintomas clinicos dos pacientes.

O grupo de pacientes que apresentava a DC com sintomas mais leves
estava sob terapia com AZA sozinha e mostrou producao de GSH similar ao
controle saudavel. No entanto, o grupo sob terapia combinada AZA + anti-
TNF-a (Infliximab) apresentou valores de GSH significativamente mais
elevados do que o controle saudavel antes (p=0,023) e apds a suplementacdo
(p<0,01). Do mesmo modo, valores significativamente mais altos de GSH no
grupo da terapia combinada antes (p=0,048) e apds a suplementacdo foi
observado quando comparado ao grupo AZA. Os valores mais elevados de
GSH no grupo de terapia combinada podem ser interpretados como efeito
dessa terapia, combinada, uma vez que nao se observou diferenga significativa
guando se comparou os valores de GSH antes e apds receber a
suplementacdo. " Em relagdo a producao basal de H>0,, o grupo de pacientes
sob terapia com AZA sozinha mostrou resultados similares ao controle
saudavel, enquanto o grupo sob terapia combinada mostrou valores inferiores
significativos (p<0,01) em relacdo ao controle saudavel. A capacidade maxima
de producdo de espécies reativas de oxigénio ndo apresentou diferenca
significativa entre o controle saudavel e os pacientes em uso de
imunossupressores. Como também ndo foi observada diferenca significativa
entre H,O, antes e apds a suplementagado. Esses resultados demonstram, pela
primeira vez, que a terapia combinada na DC reduz de modo acentuado a
geracdo de espécies reativas do oxigénio por granuldcitos e, o aumento de
GSH encontrado nesses pacientes, reforca seu relevante papel no equilibrio do
balanco H>0O> (oxidante) versus GSH (antioxidante). Com resultados de H>0-
tao baixos e de GSH mais elevados no grupo de pacientes sob terapia

combinada, o suplemento oferecido a esses pacientes pdde ser metabolizado e
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aproveitado de modo a ter impacto na melhora no IADC e na composicao
corporal. O grupo sob terapia combinada, mas nao suplementado, nao
apresentou melhora do IADC nem do indice de massa corporal. Esses
resultados sao muito relevantes uma vez que 0s pacientes ao iniciarem a
terapia combinada apresentavam doenca de moderada para grave e ao
receberem o suplemento ja se encontravam com o IADC <150. Nessa fase, o
suplemento teve sua contribuicdo porque ndo havia mais desequilibrio no
sistema oxidante versus antioxidante. Além disso, o curto periodo de 16
semanas de suplementacdo com o concentrado de proteina do soro de leite
enriquecido com TGF- B foi suficiente para promover melhoras no IADC e no
Indice de massa corporal.

Concluimos que o suplemento tem grande potencial para ser
comercializado e auxiliar na melhoria da clinica de individuos com doenca de
Crohn. Entretanto, para encorajar a suplementacdao com o concentrado de soro
de leite enriquecido com TGF- B de modo regular é fundamental melhorar a

qualidade sensorial do produto.
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Abstract

Crohn's disease (AD) is a chronic inflammatory bowel disorder, with evidence
of transmural granulomatous inflammation of the mucosa. There is increased
intestinal permeability, reduced the activity of the ciliary mucus, changes in
epithelial junctions, and trace element deficiency to severe malnutrition. The
etiopathogenesis remains an enigma, but there are hypotheses about the
genetics of disease and changes in regulation of the mucosal immune response
to intestinal microbiota.
The diagnosis is established by the symptoms and signs, endoscopy and
radiology images, and histology of the intestinal tissue.
The objective of this research was to investigate the role of a protein
concentrate of whey enriched with TGF-B on inflammation and nutritional
status of patients with Crohn's disease under treatment with azathioprine alone
or combined with anti-TNF (infliximab).
The study design is prospective and intervention orally for sixteen weeks with
a protein concentrate of whey enriched with TGF-B. Were analyzed for
chemical composition, degree of hydrolysis, solubility and total amino acid
determination of protein supplementation of whey. Dietary intake and
nutritional status were evaluated before and after intervention. To supplement
the sensory evaluation test was applied for acceptance facial hedonic scale of 9
points. Inflammation was assessed before, during and after the intervention by
measuring the index of disease activity and dosage of the oxidant system
H202 by granulocytes and erythrocyte antioxidant enzyme glutathione (GSH).
The total group of patients with Crohn's disease had, in most cases, adequate
intake of carbohydrates and lipids, and protein consumption was higher than
recommended in more than half of patients. It was found inadequate intake of
vitamins A, C, D, E, fiber, calcium, folate, iron and zinc. Protein intake of whey
resulted in improved body composition of patients. The sensory evaluation
showed that about 30% of individuals liked the supplement with respect to all

attributes, since half of them did not like and 20% classified it as "more or
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less".

The clinical activity index for Crohn's disease (CDAI), showed that nutritional
supplementation in patients under azathioprine and infliximab combination
therapy significantly reduced the IADC revealed by the improvement of clinical
symptoms of patients.
The group of patients who presented with the DC milder symptoms were being
treated with AZA alone and showed production of GSH similar to healthy
control. However, the AZA group under combined therapy + anti-TNF-a
(infliximab) had GSH values significantly higher than healthy controls before (p
= 0.023) and after supplementation (p <0.01). Similarly, significantly higher
values of GSH in the combined therapy group before (p = 0.048) and after
supplementation was observed when compared to the AZA group. Highest
levels of GSH in the combined therapy group can be interpreted as an effect of
this therapy, combined, since there was no significant difference when
comparing the values before and after receiving GSH supplementation. "In
relation to the basal production of H202, the group of patients on AZA therapy
alone showed similar results to healthy control, while the group under
combined therapy showed significant lower values (p <0.01) compared to
healthy control. The ability Maximum production of reactive oxygen species
showed no significant difference between healthy control and patients using
immunosuppressive drugs. Nor was no significant difference between H202
before and after supplementation. These results demonstrate for the first time
that therapy combined in DC markedly reduces the generation of reactive
oxygen species by granulocytes and the increase of GSH found in these
patients, strengthen its important role in balancing the balance sheet H202
(oxidative) versus GSH (antioxidant). With results of H202 as low GSH and
higher in the group of patients on combination therapy, the supplement offered
to these patients could be metabolized and used in order to have an impact on
improvement in CDAI and body composition. The group under combined
therapy, but not supplementation, showed no improvement in the CDAI or the
body mass index. These results are very relevant since patients starting

combination therapy had moderate to severe disease and to receive the
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supplement has met with the CDAI < 150. At this stage, the supplement had
its contribution because there was an imbalance in oxidant versus antioxidant
system. Moreover, the short period of 16 weeks of supplementation with
protein concentrate of whey enriched with TGF-B was sufficient to promote
improvements in CDAI and Score body mass.
We conclude that the supplement has great potential to be commercialized and
help to improve the clinic from individuals with Crohn's disease. However, to
encourage supplementation with the concentrate of whey enriched with TGF-f3

on a regular basis is essential to improve the sensory quality of the product.
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1.Introducao

A Doenca de Crohn (DC) é uma doenga inflamatoéria cronica complexa,
com periodos de agudizagdo (FIOCCHI, 1998 e ELSON, 2000). Sua
etiopatogenia ainda ndo esta definida, mas sabe-se que ha interacdo de fatores
patogénicos como susceptibilidade do hospedeiro, microbiota entérica e
imunidade na mucosa.

A microbiota intestinal normal e o sistema imune associado a mucosa
representam a primeira linha de defesa contra varios patdgenos. Inicialmente,
as células apresentadoras de antigenos como as células dendriticas e
macrofagos reconhecem, capturam e apresentam o antigeno ao sistema de
células T, as quais, na dependéncia da genética do hospedeiro para a resposta
imune, podem promover protecdo, tolerdncia ou doenca (FANARO et al.,,
2003).

Estudos in vitro e in vivo sugerem que a DC pode ser desencadeada por
uma disfuncdo de componentes do sistema imune inato como neutréfilos,
mondcitos, células epiteliais e células dendriticas (FURUSHO e KORZENIK,
2006). As células epiteliais atuam como uma barreira inicial na prevencdo de
penetracao de antigenos na mucosa intestinal. Defeitos nesta barreira epitelial
do sistema imune de mucosa de individuos com DC sdo caracterizados por
diminuicdo da integridade epitelial, da permeabilidade e da composicao
anormal de muco podendo resultar na elevada producdao de citocinas pro-
inflamatdrias como fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interleucina 1-B
(IL-1-B), (COBRIN e ABREU, 2005).

No tratamento farmacolégico da doenca de Crohn sao incluidos
aminossalicilatos, corticosterdides, antibidticos e outros imunossupressores
com o objetivo de diminuir os sintomas da fase aguda e, manter a remissao
clinica da doenca (HANAUER, 2001). O tratamento cirurgico esta indicado nas
obstrucdes, complicagdes supurativas e doenga refrataria ao tratamento
clinico. Infelizmente, o uso do corticosterdide € limitado por seus efeitos
secundarios, e os pacientes dependentes ou refratarios sdo tratados com

imunossupressores analogos das purinas ou com metotrexate, os quais podem

17



ter baixa a moderada eficacia e multiplos efeitos secundarios (SOUZA, 2006).
O desenvolvimento de anticorpo monoclonal anti TNF- a da subclasse 1gGl1,
tem na sua composicao 75% de IgG humana e 25% de origem murina, com
porcdo Fab de reconhecimento antigénico, (YOUDIM, 2004). O objetivo do
anti-TNF-o. & neutralizar TNF-a livre para impedir a sua interagdo com seu
receptor de membrana celular, e conseqiiente ativacao do complemento,
citolise das células inflamatdérias e apoptose das células T - ativadas
(RUTGEERTS, 2002).

Embora o desenvolvimento de drogas altamente ativas como anti-TNF-«
tenha contribuido para mudar em curto prazo o progndstico da IBD, ha ainda a
necessidade de desenvolver terapias alternativas, com menos eventos
adversos e de menor risco. Sendo assim, a imunonutricdo se destaca por
exercer funcao antiinflamatoria nos pacientes com IBD (COEFFIER, 2010).

Nesse contexto, é fundamental considerar que a desregulacao do sistema
imune associado a mucosa intestinal leva a inflamagdo cronica que tem como
conseqliéncia a destruicdo do epitélio intestinal e graves anormalidades
funcionais, com perda da capacidade de absorcao e secrecao exagerada de
eletrélitos e fluidos intestinais. Assim, os individuos com Doenca de Crohn
podem apresentar alteracdo nutricional que vai desde a deficiéncia de alguns
nutrientes até a desnutricdo grave (FLORA, 2006). O tratamento clinico e
nutricional adequado resulta na inducao e manutencao da remissao da doenca.
Os nutrientes imunomoduladores ou alimentos funcionais apresentam
perspectivas promissoras nas suas propriedades farmacoldgicas de modular a
inflamacao, mantendo a integridade da mucosa intestinal, melhorando o
estado clinico e o estado nutricional destes pacientes. Para evitar efeitos
deletérios da DC, as deficiéncias nutricionais devem ser detectadas
precocemente e oferecer ao paciente, um plano alimentar individualizado de
acordo com o seu estado nutricional, tipo e gravidade da doenca. (FLORA,
2006).

Varios tipos de dietas e suplementos sdo capazes de modular as funcdes
do sistema imune e seus componentes bioativos foram propostos para
constituir a base de produtos alimentares funcionais imunomoduladores
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(ROBERFROID, 2002; MORENO et al., 2005). O papel imunomodulador das
proteinas do soro de leite (PSL) bovino esta amplamente demonstrada em
varios trabalhos, (RUTHERFORD, 2003; CROSS, 2000). PSL constituem 20%
do teor total de proteinas do leite bovino e engloba alfa-lactalbumina, beta-
lactoglobulina, albumina sérica bovina, lactoferrina, imunoglobulinas e fatores
de crescimento de tecidos. Elas estdo associadas aos efeitos prebioticos,
promocao de restauracao de tecidos, manutencao da integridade intestinal,

destruicdo de patdgenos e eliminacao de toxinas (KENT, 2003).
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2.Revisao Bibliografica

2.1. Doencga de Crohn

Doenca inflamatdria intestinal (DII) inclui um grupo de doencas de causa
desconhecida, caracterizada pelo acometimento focal, assimétrico e transmural
de qualquer parte do tubo digestivo, da boca ao anus (RUTHRUFF et al., 2007).
A inflamacao intestinal inicia-se e perpetua-se por meio de uma resposta
imunoldgica a antigenos desconhecidos num hospedeiro geneticamente
susceptivel (SHANAHAN, 2001; BAMIAS e COMINELLI, 2006).

E importante considerar que embora a DC possa afetar qualquer porcdo
do trato digestivo, ela na maioria dos casos, favorece o intestino delgado. O
ileo e o ceco sdo afetados em 40% dos casos, o intestino delgado em 30% e o
cdlon em 25% dos casos (RUTHRUFF et al.,, 2007). Com esta larga
porcentagem de apresentagao no delgado, esta doenca pode ser muito
prejudicial para o estado nutricional do paciente. Quando a doenca esta ativa,
0 paciente pode se apresentar com fraqueza, palidez, febre, fadiga, e tem
aparéncia de doenga cronica.

A incidéncia de DC aumentou no final do século XX. O risco de DC é duas
a quatro vezes maiores na presenca de um simples polimorfismo associado a
doenca. O risco aumenta 20 a 40 vezes se dois alelos estiverem presentes. O
mecanismo desta predisposicdo ndo estd claro. O gene CARD15 codifica a
proteina citoplasmatica NOD2, que reconhece o dipeptideo muramil (MDP),
componente do peptideoglicano da parede de bactérias gram-positivas e
negativas. O receptor citoplasmatico NOD2 estd expresso principalmente em
fagocitos mononucleares da luz intestinal. A ligacdo de MDP com o NOD?2 ativa
a transcricao do fator nuclear de ativacao kB (NFkB) levando a transcricao de
genes de citocinas pré inflamatdrias. H& uma similaridade entre os aspectos da
DC e os produzidos por micobactérias. Outra teoria considera que a inflamacao
na DC surge como um processo autoimune primario, no qual participam

mecanismos celulares e humorais. Varios locus de suscetibilidade para DC ja
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foram identificados e o mais forte € o CARD15. Contudo, polimorfismos
ocorrem em apenas 40% dos pacientes (aqueles com doenga no ileo) e em
15% dos individuos sadios. Uma teoria alternativa propde que a falha na
resposta inflamatdria aguda leva ao retardo ou remocdo incompleta da
bactéria, a qual rompe a barreira mucosa (GRIFFITHS, 2005).

A microbiota intestinal normal e o sistema imune associado a mucosa
representam a primeira linha de defesa contra varios patdégenos. A microbiota
ativa a imunidade inespecifica e a resposta imune humoral, além de modular
as reacoes de hipersensibilidade. Apds o reconhecimento e apresentacdo do
antigeno ocorre a construcdo de uma resposta imune, a qual podera ter papel
na protecdo, na tolerancia ou na doenca (FANARO et al., 2003). 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 (FURUSHO e KORZENIK, 2006). As células epiteliais atuam como
uma barreira inicial na prevencdo de penetracdo de antigenos na mucosa
intestinal.

No intestino do paciente com DC, TNF-a é indutor da apoptose de
enterécitos e IFN-y é modulador da sinalizacdo intracelular, e ambas
promovem aumento da proliferacdo de células imaturas nas criptas.
Adicionalmente, as quimiocinas secretadas pelas células epiteliais sdo fatores
potentes para atracao de outras células inflamatdrias para o epitélio intestinal
(COBRIN e ABREU, 2005). Deste modo, ha maior expressao de IL-12, TNF-a e
IFN-y na mucosa e, nas areas de inflamagdo 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 TGF-B, tém efeitos
antiinflamatérios. TGF-B € uma citocina reguladora, produzida por células T e
macréfagos, com propriedades antiinflamatoérias e regulacao da resposta imune
(Hauck, 2005), acbes protetoras diretas sobre a mucosa intestinal, como o
estimulo da re-epitelizagdo, produgcao de mucina (GIBSON, ANDERSON, E
MARIADASON, 1996; BECK e PODOLSKY, 1999), inducdo da tolerancia oral e

producdo de IgA. Sua deficiéncia estd relacionada com doencga inflamatoria
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intestinal. A administracdo de uma dieta rica em TGF-B ajuda na remissao

clinica da doenca de Crohn e melhora das lesdes intestinais (FELL, 2005).

2.2. Avaliacao nutricional na Doencga de Crohn

A avaliacao nutricional pretende detectar problemas nutricionais e
colaborar para a promogao ou recuperagao da saude. Na pratica clinica utiliza-
se a analise da histdéria clinica, dietética e social, dados antropométricos, dados
bioquimicos e interacdo entre drogas e nutrientes para estabelecer o
diagndstico nutricional e servir de base para o planejamento e orientacdo
dietética (DRI, 2000).

A fisiopatologia da Doenca Inflamatéria Intestinal é multifatorial e
envolve interagbes entre o intestino luminal e o sistema imune associado a
mucosa.

A desnutricao observada durante os surtos de atividade da doenca, e
cujas manifestagdes clinicas principais sdo a perda de peso, anemia e
hipoalbuminemia, pode se associar desnutricdo cronica, resultando em
caquexia, deficiéncias nutricionais multiplas e, em criangas, retardo no
crescimento. A anemia é resultado da deficiéncia de ferro, folato e vitamina
B12 e muitas outras deficiéncias especificas (HOW e SELLIN, 2010). A
intervencdao com a nutricdo oral ou enteral na Doenga Inflamatoria Intestinal
pode ser eficaz, tanto isolada ou em associacao com outras drogas, podendo
levar a remissao da doenca (COEFFIER, 2010). Além de tratar a desnutricdo, o
suporte nutricional é também usado para modular a inflamagao intestinal.

A atividade da doenca parece ser um fator determinante para o
aparecimento de hipermetabolismo energético e protéico. Em geral, o gasto de
energia em repouso (GER) em pacientes com doenca inativa nao difere do
normal mas pode exceder as taxas previstas na presenca de febre e sepse
(COEFFIER, 2010)

Os mecanismos de retardo do crescimento em pacientes com DC
incluem ingestao inadequada de calorias, ma absorcdao, aumento do consumo

de energia em conseqiéncia da inflamacdo crbnica, acdao das citocinas pro-
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inflamatdrias, desequilibrios hormonais, reducdo do IGF-1 e terapia com
esterdides ( JOSE, et al, 2009)

Osteopenia e osteoporose sao identificadas como complicacdes da DII
pediatrica, da mesma forma que o retardo de crescimento, decréscimo na
densidade mineral o6ssea é também comum em pacientes com DC. A
osteopenia pode estar presente ja ao diagnostico. As etiologias da osteopenia e
osteoporose sao multifatoriais e incluem hipovitaminose D, diminuicdao da
ingestao e ma absorcao de calcio, e reabsorcdao 6ssea mediada por citocinas,
(CANNIOTO, et al, 2009). Anemia na DII pode ocorrer em razao de perda
cronica, inflamacgdo cronica, deficiéncia de ferro e folato, depressao medular e
hemdlise. Achados laboratoriais incluem microcitose e baixos niveis de ferro
sérico e ferritina (KAPPELMAN, 2008).

A monitorizacao do estado nutricional do paciente com DII deve incluir
a avaliacdo antropométrica longitudinal do peso, estatura e indice de massa
corporal, controle da anemia com avaliagdo da hemoglobina, reticuldcitos,
dosagem de ferro sérico, ferritina, capacidade de ligacao do ferro total, TIBC,
dosagem de folato e Vitamina B12, avaliacdo de ma absorcdo intestinal por
meio da dosagem de albumina sérica e zinco e densitometria 6ssea. (JOSE, et
al, 2009). O acompanhamento laboratorial inclui dosagem de hemoglobina e
hematdécrito, se diminuidos ampliar a investigagdo com a contagem de
reticulécitos, dosagem de ferro sérico, ferritina sérica e capacidade de ligacao
do ferro, dosagens de folato e vitamina B12. Ma absorcdo intestinal deve se
investigada, assim como albuminemia e zinco sérico. O metabolismo do calcio
deve ser monitorizado em pacientes com doenca mais grave pela
densitometria éssea e dosagem de vitamina D. (KAPPELMAN, 2008).

2.3. Proteinas do soro de leite bovino

O soro lacteo, também conhecido como soro de leite, soro de queijo ou
lacto-soro, € um subproduto da industria de laticinios e representa a porgao

aquosa do leite que se separa do coagulo durante a fabricacdo do queijo ou da
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caseina (BALDASSO, 2008). O soro de leite pode ser obtido, em laboratério ou
na industria, por trés processos principais (SGARBIERI, 2004):

a) processo de coagulacdo enzimatica (enzima quimosina), resultando no
coagulo de caseina, matéria-prima para a producdo de queijos € no soro
"doce";

b) precipitacdo acida no pH isoelétrico (pI), resultando na caseina isoelétrica,
gue é transformada em caseinatos e no soro acido;

c) separacao fisica das micelas de caseina por microfiltracdo, obtendo-se um
concentrado de micelas e as proteinas do soro, na forma de concentrado ou
isolado protéico.

A fracdo protéica do soro representa em torno de 18-20% do total de proteinas
do leite da vaca. As duas principais proteinas do soro a-lactoalbumina (a-La) e
B-lactoglobulina (B-Lg) perfazem 70-80% das proteinas totais do soro
(JOVANOVIC et al., 2005). As sub fragdes ou peptideos secundarios, assim
denominados por se apresentarem em pequenas concentragdes no soro do
leite, sdo compostas por glicomacropeptideo, imunoglobulinas, albumina,
lactoferrina, lactoperoxidase, lisozima, lactolina, relaxina, lactofano, fatores de
crescimento IGF-1 e IGF-2, proteoses-peptonas e aminoacidos livres
(HARAGUCHI et al., 2006).

As proteinas do soro tém sido reconhecidas como valiosos ingredientes
alimentares com importantes propriedades nutricionais e funcionais, que
possuem elevada quantidade de aminoacidos sulfurados, os quais apresentam
funcdes antioxidantes (SINHA et al., 2007).

Por décadas, essa parte do leite foi desperdicada pela industria de
alimentos. Somente a partir da década de 70, pesquisadores passaram a
estudar suas propriedades (HARAGUCHI, et al 2006). Do ponto de vista
aminoacidico, tais proteinas apresentam quase todos os aminoacidos
essenciais em excesso as recomendagoes, exceto os aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, tirosina) que ndo sdo tao elevados, mas atendem as
necessidades de todas as idades (MACEDO, 2003). Apresentam elevadas
concentracgdes de triptofano, cisteina, leucina, isoleucina e lisina (SGARBIERI,
2004).
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Estudos demonstram que as proteinas do soro sdo absorvidas mais

rapidamente que outras, como a caseina, por exemplo. Essa rapida absorcao

faz com que as concentragoes plasmaticas de muitos aminoacidos, inclusive a

leucina, atinjam altos valores logo apds a sua ingestdo (BOUTHEGOURD,

2002). Pode-se, dessa forma, hipotetizar que, a ingestdao de proteinas do soro

sdo mais eficientes no processo de sintese protéica e adequadas para situacoes

de estresses metabdlicos em que a
(SGARBIERI, 2004).

reposicao se torna emergencial

Tabela 1. Proteinas do soro de leite bovino e principais fungdes fisioldgicas

descritas.
Concentragao (g/L)
p Massa molecular O
Proteina - Funcgao fisioldgica
(kDa) . . Leite
Leite Bovino
Humano
Proteinas totais 6,3 67,3
Carreador de retinol,
B-Lactoglobulina 18,3 3,2 conjuga acidos
graxos, antioxidante
Sintese de lactose,
++
a-Lactalbumina 14,1 1,2 1,9 carreador de Ca
imunomodulacgao,
anticarcinogénico
Imunoglobulinas Protegao
(IgA, IgM e IgG) 160 a 900 0,7 1,3 imunoldgica
BSA 66,2 0,4
Antimicrobiano,
antiviral,
Lactoferrina 86,1 0,1 1,5 antioxidante,
imunomodulagao,
absorgdo de Fé*™,
anticarcinogénico
Lactoperoxidase 77 0,03 Antimicrobiano
Antimicrobiano,
GMP 1,2 antiviral,
bifidogénica
Antimicrobiano,
Lisozima 15 0,0004 0,1 sinergia com
lactoferrina,IgA,
IgM, IgG,

Fonte: Adaptado de Shah (2000); Pan Y. et al., (2006), Korhonen e Pihlanto, (2006). BSA:
albumina bovina sérica, GMP: glicomacropeptideo.
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Os concentrados de proteina de soro de leite (CPSL) e os isolados de
proteina de soro (IPSL) geralmente contém uma concentracao de cisteina pelo
menos quatro vezes maior do que outras proteinas de alta qualidade, e isso
produz uma melhora da resposta imune (CRIBB, 2005).

Em pacientes com AIDS, a proteina do soro do leite, além de aumentar a
concentracao de glutationa (GSH) em linfocitos e eritrécitos, também foi capaz
de reduzir a morbidade e melhorar a relagdo entre os linfécitos T CD4 e CD8
(BARUCHEL, 1998 e MORENO 2005). Os possiveis mecanismos estimulatorios
das PSL sobre o sistema imune parecem estar relacionados com sua estrutura
primdria rica em aminoacidos sulfurados, cisteina e grupamentos glutamil-
cisteina, precursores da sintese de GSH. Esse poder imunoestimulante parece
se estender a sintese de IgA secretéria no trato gastrointestinal e as inter-
relagdes imunoldgicas entre a microbiota intestinal e o hospedeiro (BOUNOUS
et al., 1988; 1989; 1993; CONSTANTINO et al., 1989; MCINTOSH et al.,
1995).

Diversos estudos demonstram os beneficios do consumo das proteinas do
soro do leite em relacdo as suas propriedades fisiolégico-funcionais, tais como:
atividade anticancer, atividades antillcera, protecdao ao sistema cardiovascular
entre outras (SHAH, 2000; SGARBIERI, 2004; PACHECO et al., 2006). Além
disso, uma importante caracteristica que tem sido atribuida as proteinas do
soro é a sua capacidade de aumento da resposta imune através de uma maior
producao de glutationa celular. A glutationa, por sua vez, desempenha funcoes
metabdlicas como antioxidante celular, protegendo contra efeitos deletérios de
radicais livres e como substrato para a enzima glutationa peroxidase com acao
desintoxicante sobre o perdxido de hidrogénio e outros hidroperdxidos (BRINK,
1996).

2.4. Fator transformador de crescimento beta (TGF-B)

Os fatores de crescimento do soro de leite bovino estdao sendo usados
cada vez mais nos produtos para a saude. Os fatores mais abundantes
presentes no soro sao: Fator do Crescimento do Tipo Insulina 1 (IGF-1); Fator-

B de Transformacdo de Crescimento (TGF-B); alguns membros da familia de
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Fatores de Crescimento Epidérmico (EGF) e Fator de crescimento de
Fibroblastos (FBGF), (POULIOT & GAUTHIER, 2006). O TGF-B2 estd presente
em maior quantidade no leite, podendo variar entre 10-70ngmL-1 e o TGF-B1
em baixas concentragdes <5ngmL-1.

A familia TGF-B tem varias funcOes e dentre elas se destaca a modulagao
(POULIOT & GAUTHIER, 2006), da resposta inflamatéria por inibir a
proliferacdo e a funcdo de células T efetoras e macréfagos ativados; regular a
diferenciacdo de subpopulagdes funcionalmente distintas de células T,
podendo, por exemplo, bloguear o desenvolvimento de padrao de resposta
imune TH1 e TH2; estimular a producao de IgA e atuar na reparacgao tecidual
depois que as reagdes inflamatorias regridem (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI
2008).

O TGF-B é uma citocina pleiotrépica que atua como potente supressor da
imunidade e da inflamagao, inibindo a producao de muitas citocinas produzidas
por mondcitos e linfécitos (TNF-a, IL-1 e IL-6), inibe a proliferacdo das células
T e B e induz a producdo de IL-1RA a qual contribui com efeitos
imunossupressores e anti-inflamatérios. Estimula a producdo de IgA por
induzir as células B a realizarem a troca de classe, produzindo assim,
imunoglobulinas do isotipo IgA (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; SAGEL &
ACCURSO, 2002). Portanto temos no TGF- B, um potente agente regulador
para diminuir a inflamacdo cronica nas células intestinais e com isso a
possibilidade dos beneficios terapéuticos nos suplementos alimentares que

contem o fator de crescimento beta.

2.5. Sistema oxidante - ROS (espécies reativas de

oxigénio)

Os radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (ROS) podem ser
gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana e o seu alvo celular
(proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta relacionado com o seu sitio de

formagao (Anderson, 1996). Entre as principais formas reativas de oxigénio 03
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apresenta uma baixa capacidade de oxidacdo, o OH mostra uma pequena
capacidade de difusdo e é o mais reativo na indugdo de lesGes nas moléculas
celulares. O H,0;, ndo é considerado um radical livre verdadeiro, mas é capaz
de atravessar a membrana nuclear e induzir danos na molécula de DNA por
meio de reagdes enzimaticas (ANDERSON, 1996).

A formacdo de radicais livres in vivo ocorre via acdo catalitica de
enzimas, durante os processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no
metabolismo celular e pela exposicdo a fatores exdgenos. Contudo, na
condicdo de pro-oxidante a concentracdo desses radicais pode aumentar
devido a maior geracdo intracelular ou pela deficiéncia dos mecanismos
antioxidantes (CERUTTI, 1991, 1994). O desequilibrio entre moléculas
oxidantes e antioxidantes que resulta na inducao de danos celulares pelos
radicais livres tem sido chamado de estresse oxidativo (SIES, 1993). A
ocorréncia de um estresse oxidativo moderado, freqlientemente &
acompanhada do aumento das defesas antioxidantes enzimaticas, mas a
producao de uma grande quantidade de radicais livres pode causar danos e
morte celular (ANDERSON, 1996).

Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos tém sido
relacionados com a etiologia de varias doencas, incluindo doencgas
degenerativas tais como as cardiopatias, aterosclerose, problemas pulmonares
e na patogénese do envelhecimento (MASELLA, et al, 2005). Os danos no DNA
causados pelos radicais livres também desempenham um papel importante nos

processos de mutagénese e carcinogénese (POULSEN et al., 1998).

A fim de lidar com um excesso de radicais livres produzidos pelo
estresse oxidativo, os seres humanos desenvolveram mecanismos sofisticados
para manter a homeostase. Esses mecanismos de protecdao, tem a funcgao de
limpar ou desintoxicar os ROS, bloqueando sua producdo, ou sequliestrando
metais de transicao que sao a fonte de radicais livres, e incluem antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos, atuando como defesa enddgena para o
organismo (HAYES,1999; SIES, 1999).
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Outro meio de defesa exdgena ocorre através da dieta (BENZIE, 1999;
PORRINI, 2005), e dessa maneira, muitas substancias e compostos naturais
tém sido amplamente estudados com fungdes importantes na capacidade
antioxidante, entre eles se destaca a proteina do soro do leite que possui a
capacidade Unica e impar de aumentar as concentragdes de glutationa em
varios tipos diferentes de células do organismo (SESSO, 1999; RICE-EVANS,
2001; MASELLA, 1999).

A glutationa é a peca central do sistema de defesa antioxidante do
organismo que protege as células contra danos provocados por radicais livres,
poluicao, toxinas, infeccdes e exposicao a raios ultravioleta (MASSELA, 2005).
Os niveis de glutationa diminuem com a idade (RICE-EVANS, 1995), e este
declinio é associado a fase inicial de muitas doencas, tais como o mal de
Alzheimer, catarata, o mal de Parkinson e arteriosclerose (NIJVELDT, 2001).
Além disso, as concentracdes de glutationa parecem determinar alteragdes na
composicao corporal, (RICE-EVANS, 1995; SZOCS, 2004).

A condicdo fisioldgica da célula exige equilibrio entre as condigdes proé-
oxidantes e antioxidantes; o rompimento do estado estacionario em favor da
condicdo pré-oxidante favorece injurias celulares e o estresse oxidativo
(RIBEIRO et al., 2005). O excesso de ROS celular vem sendo descrito por
promover a transcricdo de genes inflamatérios, além disso, pode causar a
oxidacdo de macromoléculas, causando um dano molecular irreversivel
(GENESTRA, 2007, ROTTNER,; FREYSSINET; MARTINEZ, 2009).

2.6. Sistema antioxidante - (Glutationa reduzida)

O sistema antioxidante da glutationa (GSH) é o principal mecanismo de
protecao celular contra o estresse oxidativo. Uma das fungdes basicas do
sistema imune é reduzir este estresse. Por este motivo, a disponibilidade de
glutationa é crucial para a eficiéncia da resposta imune (CRIBB, 2005). GSH é
sintetizada no interior das células a partir de glutamato, glicina e cisteina.
Cisteina é essencial para manter alta proporcdo de GSH nas células e garantir

uma o6tima atividade e proliferacdo de células do sistema imune,
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particularmente as células T (AUGUSTIN, 2006) e defesa contra o estresse
oxidativo (BOUNOUS, 2003). Por definicdo, GSH é um tripeptideo (y-glutamil-
cistinil-glicina) hidrossolivel de vital importancia na protegdao celular contra
estresse oxidativo, uma vez que é o principal antioxidante intracelular e co-
fator de varias enzimas antioxidantes. Como antioxidante, GSH possui acdo
direta na remogao dos peroxidos produzidos durante o metabolismo de toxinas
exogenas e do estresse oxidativo. Além disso, mantém outros antioxidantes
celulares nas suas formas reduzidas e algumas enzimas antioxidantes nos seus
estados reduzidos e ativos (CHANTRY et al., 1999; McDERMID et al., 2002). E
encontrada praticamente em todas as células e sua sintese depende da
disponibilidade de seus precursores cisteina e glutamilcisteina. Ciclo da
glutationa estd ilustrado na figura 3.

A provisao dietética de cisteina livre, entretanto, parece ter efeito limitado
na elevacdo dos niveis teciduais de GSH e, em altas concentragdes, pode se
tornar téxica. Um modo mais efetivo de suplementar esses aminoacidos se da
via fonte protéica rica em cisteina, como a encontrada no soro de leite bovino
(BOUNOQUS et al., 1988; McINTOSH et al., 1995; STELLA e POSTAIRE, 1995).
Niveis de GSH em células apresentadoras de antigeno desempenham um papel
na direcao da resposta para um padrao do tipo “T-helper 1 (Th1)” ou “T-helper
2 (Th2)" (TOWNSEND et al., 2003).
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Figura 1. Ciclo da Glutationa. (adaptado Vanaman et al. 1970). Pontes de dissulfetos
na estrutura primaria das Proteinas do soro de leite bovino favorecem a acgao
moduladora.

Assim, o papel central de GSH reduzida envolve todas as linhas de
protecdo contra ROS, no meio intracelular e nas defesas antioxidantes
enddgenas (SIES, 1999). A atividade enzimatica da GSH reduzida é regulada
em resposta ao estress, porém mutacgdes prejudicam a atividade da glutationa
reduzida com conseqiéncias deletérias. Contudo, a presenca de GSH é

essencial, mas nao suficiente, para prevenir a citotoxicidade de ROS.

Varios dados experimentais indicam a inter-relacdo estreita entre
glutationa, polifendis enddgenos e polifendis dietéticos na defesa contra o
estresse oxidativo (STEELE, 2000). A utilizacdao de compostos antioxidantes
encontrados na dieta € um dos mecanismos de defesa contra os radicais livres
gue podem ser empregados nas indUstrias de alimentos, cosméticos, bebidas e
também na medicina. Muitas vezes os proprios medicamentos aumentam a
geracao intracelular desses radicais livres, sendo importante a utilizacao de
substancias antioxidantes naturais para combater o estresse ocasionado
(HALLIWELL et al., 1995).
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2.7. Anti-TNF-a e azatioprina

As doencas inflamatorias intestinais, notadamente a DC e a retocolite
ulcerativa, sao entidades autoimunes. Analisando a reagao inflamatoria na DC,
observou-se que existia um desequilibrio entre a producgdo de citocinas pro-
inflamatérias em relagdo as anti-inflamatorias, ligadas a defesa. Entre os
agentes causadores da inflamagdo, notou-se um papel importantissimo do
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), pelo seu potencial de gerar e ampliar
essa reagao. Por esse motivo, as primeiras drogas bioldgicas estudadas e
posteriormente liberadas para uso clinico foram os inibidores do TNF-a
(KOTZE, 2010). O anti-TNF-a é um anticorpo monoclonal, uma imunoglobulina
G1 (IgG1) que inibe o fator de necrose tumoral (TNF) (HANAUER et al, 2002).
A neutralizacdao do TNF-a livre impede a interagdo com seu receptor de
membrana celular, enquanto que, a sua ligacao ao receptor induz a ativagao
do complemento, a citélise das células inflamatdrias e apoptose das células T -
ativadas (RUTGEERTS, 2002).

A azatioprina € um imunossupressor que tem a funcao de diminuir a
inflamacdo do tecido, reduzindo a populacdo de células imunes e / ou
interferindo com a sua producgdo de proteinas que promovem a ativacdo imune
e inflamacdo. O objetivo do tratamento com azatioprina é enfraquecer o
sistema imunoldgico do corpo a fim de diminuir a intensidade da inflamacdo no
intestino. Estudos demonstram que o uso em associacdao do Anti-TNF-a com a
azatioprina em pacientes com DC de nivel moderado a grave estdo mais

propensos a remissdo clinica, (COLOMBEL, et al 2010)

2.8. Terapia Bioldgica na Doenca de Crohn

O tratamento com medicamentos bioldgicos nitidamente foi um divisor de
aguas no tratamento das DII. O primeiro agente bioldgico anti TNF- a estudado
para o manejo das DII foi o infliximab. A primeira publicagao de metodologia
destacada sobre essa droga, na gastroenterologia foi publicada por TARGAN, et

al (1997). Este trabalho demosntrou superioridade clara do Infliximab
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endovenoso frente ao placebo apds uma Unica infusdao. Outro estudo realizado
por PRESENT et al (1999) novamente mostrou a eficiéncia do infliximab, com
infusbes nas semanas 0, 2 e 6, e melhora no processo inflamatério e
diminuicdao do IADC. Outro estudo realizado por (HANAUER, 2002), demosntrou
gue, apds o esquema de indugdo da remissdo, a manutencdo do tratamento
por 54 semanas trazia remissao clinica em 1/3 dos pacientes com DC.

O uso do infliximab em criangas foi solidificado com o trabalho de HYAMS
(2007), onde demosntrou que pacientes pediatricos com DC, em uso do
infliximab tiveram a manutencdao do tratamento a cada 8 semanas quando
comparado com doses a cada 12 semanas. O ADA (adalimumab) foi liberado
para uso no Brasil em 2007, com seus estudos focando, da mesma forma que
o infliximab, as formas moderada a grave da doencga, de forma luminal e
fistulizante. A eficacia do ADA foi comprovada em pacientes que apresentaram
perda de resposta ou intoleréncia ao infliximab. Portanto, o ADA tem indicacao
precisa tanto em pacientes virgens de outros agentes anti-TNF como na falha
ao infliximab prévio (KOTZE, 2010).

Também em 2007, surgiram os trabalhos sobre um terceiro agente
bioldgico na DC, o Certolizumabe (CER). Estudos demonstraram vantagens no
uso do CER em portadores da DC em relacao ao placebo, com algumas
consideragoes especificas (LOLY, 2008). Outro agente bioldgico com diferente
mecanismo fisiopatolégico (inibicdo de outro agente pré-inflamatoério, a
integrina alfa-4) denominada Natalizumabe (NATA) também foi estudado, e
apresenta um papel ainda nao muito bem definido no tratamento da DC
(D'HAENS, 2008). Entretanto a pratica clinica demostrou que pode ser util em
determinados casos.

Atualmente é impossivel dissociar DC com o uso de terapia bioldgica,

visto a sua eficacia e melhora da qualidade de vida dos pacientes.

2.9. Analise sensorial do suplemento da proteina do soro
de leite e TGF-B nos pacientes com Doenca de Crohn

O interesse em suplementos com a proteina do soro do leite (PSL)

aumentou com a sensibilizacdo dos consumidores para seus beneficios de
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salde, pois ja estd amplamente demonstrado o seu papel imunomodulador
(RUTHERFORD, 2003; CROSS, 2000). Elas estdao associadas aos efeitos
prebiodticos, promogao de restauracdo de tecidos, manutengao da integridade
intestinal, destruicdo de patdgenos e eliminagao de toxinas (KENT, 2003).
Apesar das valiosas propriedades funcionais e nutricionais, € importante
ressaltar que a proteina do soro de leite apresenta pouco ou nenhum sabor
(DRAKE 2006; DRAKE et al. 2009). Entretanto, alguns compostos presentes no
soro do leite podem sofrer reagdes quimicas como a oxidagao lipidica formando
aromas/sabores desagradaveis no produto (KARAGUL-YUCEER et al. 2002;
MAHAJAN et al. 2004, WRIGHT et al. 2009). Atualmente, os consumidores
esperam cada vez mais obter prazer com o alimento e requerem
caracteristicas sensoriais, como aroma, sabor e textura agradaveis e
juntamente com essas caracteristicas sensoriais possibilite a manutencdo ou

melhoria de sua salde e bem estar.
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3.0bjetivo Geral

Caracterizar o estado nutricional e verificar o efeito de um suplemento
alimentar de concentrado de proteina de soro de leite bovino enriquecido com
TGF-B, sobre o balanco oxidante vs antioxidante enzimatico, nos pacientes com

Doenca de Crohn.

3.1. Objetivos especificos

1- Avaliar o sistema oxidante (H,O,) medido por citometria de fluxo;

2- Avaliar o sistema antioxidante enzimatico da glutationa (GSH) medido por
espectrofotometria

3- Avaliar a morbidade da Doenca de Crohn, pelo IADC.

4- Avaliacdo nutricional (registro alimentar de trés dias e freqliéncia alimentar)

5- Avaliacao da composicao corporal

6- Anadlise sensorial do suplemento.
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4.Hipoteses

As hipdteses de estudo, enunciadas na forma de hipdtese alternativa,

1- O Concentrado de proteinas de soro de leite bovino enriquecido com
TGF-B oferecido por via oral possui efeito imunomodulador direto sobre o
sistema imune associado a mucosa intestinal de pacientes com Doencga de
Crohn.

2- Esta imunomodulagao é traduzida pela regulacao do balango oxidante-

antioxidante.
3- A suplementacdo alimentar oral é capaz de melhorar o estado

nutricional e diminuir a intensidade do processo inflamatério medido pelo

Indice de atividade da doenca em pacientes com Doenca de Crohn.
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5. Métodos

Estudo aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da FCM-UNICAMP
(PROCESSO N? 304/2007), conforme recomendacbes para pesquisas biomédicas
envolvendo seres humanos propostas pela Resolucdao n° 196 de 10 de outubro de
1996 do Conselho Nacional de Saude, (Anexo 1). Todos os participantes

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2 e 3).

5.1. Delineamento do Estudo

Ensaio clinico prospectivo de intervengdo clinica e nutricional com um

concentrado de proteinas do soro de leite bovino enriquecido com TGF-B.

5.2. Populacao e Local de Estudo

Foram selecionados 60 individuos de uma coorte de 198 pacientes com
Doenca de Crohn, sob acompanhamento clinico no Gastrocentro da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), SP, Brasil. Selecao dos
pacientes obedeceu aos seguintes critérios:

Critérios de inclusao:

o Pacientes de ambos os géneros;

o Estar sob terapia intravenosa com anti-TNF-a a cada 2 meses;
. Azatioprina via oral didriamente;

o Apresentar acometimento no delgado;

o Ndo fumante;

o Nao droga adito;

o Nao estar usando outros medicamentos;

o Ter boa adesdo ao seguimento clinico ambulatorial.

Os grupos foram separados aleatoriamente a saber: Trinta individuos
receberam orientacao nutricional e o Concentrado de PSLB enriquecido com
TGF-B (grupo suplementado=GS) durante 16 semanas e trinta receberam
apenas orientacdo nutricional (grupo controle=GC) durante o periodo da
pesquisa.

Critério de exclusao:
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Pacientes que por algum motivo ndao completar as 16 semanas de

suplementacgao alimentar.

5.3. Material

Concentrado da proteina do soro de leite (CPSL), doado pela HILMAR
CHEESE COMPANY, 9001 (North Lander Avenue Hilmar, Califérnia 95324 USA).
Foi realizado a irradiagdo do suplemento pela EMBRARAD - Empresa Brasileira
de radiacdes LTDA. (Anexo 4).

5.3.1. Composicao centesimal da proteina

Umidade, solidos totais, cinzas e proteina foram determinadas segundo
a AOAC, 2006. Os lipidios totais foram determinados de acordo com BLIGH &
DYER,1959 e os carboidratos totais foram estimados por diferenca, subtraindo

a soma dos valores obtidos nas outras determinagdes de 100%.

5.3.2. Determinacao do grau de hidrolise

O grau de hidrélise (GH) foi determinada de acordo com ADLER NIESSEN,
1979, método que consiste na medicao espectrofotométrica do cromoforo
formado na reacgao entre o acido trinitrobenzénico sulfénico (TNBS) e grupos
de aminoacidos em condigdes alcalinas. Apdés uma hora de incubacgado, a reacao
foi interrompida através da reducdo do pH com 0,1 M HCI. A amostra foi
dispersa em dodecil sulfato de sodio (SDS) e a reagao ocorreu em 0.2125M
tampao fosfato, pH 8,2. aminoacido L-leucina (0 a 2,0 mM) foi utilizado como

padrao e as leituras feitas a 340 nm.

5.3.3. Solubilidade da proteina

A solubilidade da proteina (%) foi determinada de acordo com o método
de MORR et al (1985). Os efeitos dos diferentes pHs (2.5 a 7.5) na solubilidade

foram estudados na proteina do soro de leite (CPSL).
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5.3.4. Determinacao total de aminoacidos

Os aminoacidos totais foram determinados por cromatografia liquida de
fase reversa (HART et al, 1986; HAGEN et al, 1989), apds a etapa de hidrdlise
acida -24h, acrescida de 20% HCI fenol, seguido de derivatizacdo com
fenilisotiocianato.

5.4. Analise Sensorial

A analise sensorial foi realizada através do teste de aceitacdo de
consumidor adaptado para pacientes com Doenca de Crohn pelos pacientes
suplementados. (anexo 5). Foi utilizado escala hedonica facial de 9 pontos
ancorada nos extremos esquerdo e direito nos termos “horrivel” e “étimo” .
Para o grupo de pacientes nao suplementados foi realizado o teste de
aceitacdo, como também foi avaliado notas aromaticas e sabores percebidos
na amostra de suplemento, assim como avaliagdo da intencao de compra do

produto (anexo 6)

5.4.1. Recrutamento e Selecdao dos individuos para
avaliacdao sensorial do suplemento da proteina de
soro de leite

Foram convidados a participar do presente estudo individuos que possuiam
doenca de Crohn, de ambos os géneros e com idade entre 16 e 62 anos e
mediana de idade de 37 anos. O presente estudo foi desenvolvido no
Gastrocentro da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), SP, Brasil,
onde foram avaliados 2 grupos de individuos. Para o grupo 1 foram
selecionados 54 pacientes com Doenca de Crohn, os quais realizaram o teste
de aceitacao do suplemento em apenas uma sessao com relacao aos atributos
aroma, sabor e textura e, de acordo com os seguintes critérios de inclusdo: 1.
pacientes de ambos os sexos; 2. ter adesdo regular ao seguimento clinico
ambulatorial. Para o grupo 2 foram selecionados 22 pacientes com Doenga de

Crohn e de acordo com os seguintes critérios de inclusdao: 1. pacientes de
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ambos os sexos, 2. em terapia bioldgica com anti-TNF-a, administrada a
intervalos de 2 meses, e utilizada em associacdo a azatioprina. 3.
acometimento comprovado do intestino delgado; 4. nao fumante ou drogadito;
nao estar usando outros medicamentos; 5. ter adesao regular ao seguimento
clinico ambulatorial, de acordo com o registro do servico. Os pacientes
receberam a suplementacao com a proteina do soro de leite e TGF-B durante
16 semanas, e realizaram a avaliacdao sensorial com relagdo aos mesmos
atributos avaliados pelo grupo 1. As avaliagdes foram realizadas no préprio
domicilio dos pacientes durante o tempo 1, tempo 2 e tempo 3. Os tempos
foram definidos de acordo com o0 que se segue:

TO - imediatamente antes da infusao do anti-TNF-a

T1 - 8 semanas apos T1, imediatamente antes da infusdo do anti-TNF-a

T2- 8 semanas apos T2

5.4.2. Preparacao das amostras para avaliacao sensorial
do suplemento da proteina do soro de leite

O grupo 1 realizou o teste de aceitagdo avaliando o produto no ambulatério
de DII, no Gastrocentro — Unicamp o qual foi previamente preparado diluindo-
se 15 g do produto em 100 mL de agua filtrada e a temperatura ambiente. O
grupo 1, realizou o teste em cabines individuais e os testes foram realizados no
periodo da manha entre as 9h e 11h. Para o grupo 2, o suplemento em p6 da
proteina do soro de leite e TGF-B foi embalado em sachés de 15 g, onde foi
sugerido aos pacientes acrescentarem ao mesmo 100 mL de agua ou algum

suco de sua preferéncia

5.5. Avaliacao Nutricional

5.5.1. Suplementacao Alimentar

A suplementacdo alimentar com o produto de concentrado de proteinas
do soro de leite bovino enriquecido com TGF- B foi de 50% da recomendacgao

de proteinas proposta pela Recommended Dietary Allowances (RDA, 1989).
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O registro alimentar de trés dias foi aplicado em dias diferentes, 3 vezes
para cada individuo antes do inicio da suplementacdao, (Anexo 7) .Essa
avaliacao foi feita para investigar a alimentacao dos pacientes com doenca de
Crohn . A alimentacao habitual foi questionada, incluindo quantidade, marca
comercial e preparacao de cada alimento e para isso foi utilizado um album
fotografico, onde os pacientes podiam comparar o tamanho e quantidade de
suas porcoes. Por meio desse método, avaliou-se a ingestdo energética (Valor
Energético Total — VET); a porcentagem de carboidratos, proteinas e lipidios,
em relacao ao VET ingerido; a porcentagem de gorduras saturadas,
polinsaturadas e monoinsaturadas, em relagdao ao VET consumido; conteldo de
fibras, vitamina A, vitamina D, vitamina C e vitamina E, vitamina B12, folato,
calcio, ferro, zinco, potassio e sédio. Os calculos foram realizados pelo software
AVANUTRI versao 3.1.4, tendo como base a Tabela de composicao de
Alimentos (TACO). Para estimar a adequacao na proporcao de carboidratos,
proteinas e lipideos, foi utilizada a Tabela da WHO/FAO, 2003. Para avaliacao
da adequacdo quanto a ingestao de micronutrientes utilizou-se a DRI (2002),
como parametro de comparagao.

Para investigar a adequacao da ingestao de energia, foi utilizada a
equacao de Harris e Benedict, modificada por Long, et al.,1979.
Homens: (TMB)*=66+(13,7 x massa em Kg) + (5 x altura em cm) - (6,8 x
idade em anos)
Mulheres: TMB*=655+(9,6 x massa em Kg) + (1,7 x altura em cm) - (4,7 X
idade em anos)

*TMB = taxa metabdlica basal

Para avaliar o consumo qualitativo, utilizou-se o Questionario de
Freqiéncia de Consumo Alimentar (QFA) (Anexo 8). Conforme descrito no
guestionario foi testado previamente no publico sujeito, e incluia 135 alimentos
que foram separados em 11 grupos: sopas e massas, carnes e peixes, leite e
derivados, leguminosas e ovos, arroz e tubérculos, verduras e legumes,
molhos e temperos, frutas, bebidas, paes e biscoitos, doces e sobremesas.

A freqliéncia do consumo foi avaliada da seguinte forma: diaria (quando

o alimento era consumido todos os dias, o nimero de vezes que era ingerido e
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o tamanho da porgao), semanal (quando era consumido toda semana, o
numero de vezes que era ingerido na semana e o tamanho da porcdo) e
mensal (quando era consumido todo més, o numero de vezes que era

consumido durante o més e o tamanho da porgdo).

5.5.2. Avaliacao do Estado Nutricional

As pregas cutaneas bicipital, tricipital, subescapular e suprailiaca foram
medidas nos tempos TO, T1 e T2 com um compasso de dobras cutaneas Lange,
conforme procedimento descrito por DURNIN & RAHMAN (1967).

5.6. Avaliacdao Clinica dos pacientes durante a
intervencao suplementar

5.6.1. Avaliacao da morbidade

Foi utilizado o Escore Clinico baseado na presenca e intensidade de
sintomas (diarréia, dor abdominal, humor, sinais extra-digestivos), segundo,

Best (1979), conforme descrito no Anexo 9.

5.6.2. Coleta das amostras de sangue

As amostras de sangue, para realizacao dos testes laboratoriais, foram
coletadas nos seguintes tempos:

TO - imediatamente antes da infusdo do anti-TNF-a

T1 - 8 semanas apos T0, imediatamente antes da infusdo do anti-TNF-a

T2 - 5 semanas apoés T1.

Os testes laboratoriais foram realizados no Centro de Investigacao em
Pediatria (CIPED) e no Laboratério de Patologia Clinica, da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP.

Foram coletados 20 mL de sangue de veia periférica para realizacdo dos
seguintes exames:

o Hemograma;

o Dosagem de H,0,,

o Dosagem de glutationa.
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5.6.3. Glutationa eritrocitaria

A concentracdo de GSH nos eritrocitos foi determinada através de
modificacdo do método descrito por Beutler et al. (1986). Os eritréocitos de
sangue periférico foram lisados com agua destilada e, em seguida, as proteinas
presentes foram desnaturadas com solucdao de acido metafosforico glacial.
Apds incubacdo por 5 minutos, a solugao foi filtrada. Foi acrescentado a 1 mL
do filtrado, 4 mL de fosfato de sdédio 0,3M. Apods leitura em espectrofotdmetro
a 412 nm (DO1), foi adicionado 100 uL de solugdao de 5,5'-dithiobis (2-acido
nitrobenzdico) (DTNB) e, uma segunda densidade ética (DO2) foi obtida.

A concentracdo percentual da GSH nos eritrécitos foi calculada através da
seguinte férmula:

GSH (mg/dL) =_(D0O2-DO1) x 31040
% de Hematdcrito

Onde:

DO1= Densidade éptica da amostra antes da adicao do DTNB.
DO2= Densidade éptica da amostra apds a adicao do DTNB.
31040= Coeficiente de extincdo molar do DTNB

5.6.4. Dosagem de H,O, por citometria de fluxo

Realizou-se pela técnica de EMMENDORFFER et al. (1990) modificada, que
determina a producdo dos espécies reativas de oxigénio (ROS) em
granulécitos, por meio de citometria de fluxo utilizando a dihidrorhodamina
123 (DHR 123) como substrato. Nessa reacdo a DHR 123 é oxidada pelo
peroxido de hidrogénio em rhodamina, que é fluorescente e pode ser detectada
e medida por citometria de fluxo (RICHARDSON et al., 1998). Segue a seguir
uma breve descricdo do método. Utilizou-se 1mL de sangue total heparinizado
(Vacuette®, Brasil), do qual foram separadas 3 aliquotas, cada uma com 100
ML, onde apenas uma recebeu estimulo com 4upL (10uL/mL) de Forbol-12-
miristato-13-acetato (PMA). As amostras foram incubadas a 37°C por 10min.
Posteriormente, 2uL (10pug/mL) de DHR123 foram adicionados a aliquota
estimulada e a uma das aliquotas sem estimulo. Incubou-se a 37°C por 5min.

As aliquotas foram lavadas com 3 mL de PBS (tampao fosfato salino - pH 7,4),
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centrifugadas por 5min a 2200rpm. Em seguida, o sobrenadante foi descartado
e o pelete recebeu 3mL de solucao de lise (NH4Cl 0,15M, KHCO3 10mM e
EDTA 4Na 37mg/L). Incubou-se a 37°C por 7min, seguindo-se centrifugacao
por 5min a 1000rpm. Novamente o sobrenadante foi descartado e as células
remanescentes foram ressuspendidas em 350uL tampao de lavagem (PBS com
1% de soro bovino fetal inativado pelo calor e 0,1% de azida sodica) para
posterior leitura. As amostras foram denominadas da seguinte forma:
estimulada (sangue + PMA + DHR123) e producao basal (sangue + DHR123).
Representacdo esquematica desta parte da metodologia no Anexo 10. A leitura
foi feita em citometro de fluxo Coulter XL-MCL (Beckman-Coulter, EUA), onde
foram registrados 30.000 eventos para posterior andlise no programa
computacional EXPO 1.0 (Beckman-Coulter, Flérida, EUA) conforme descrito na
Figura 2.

Para a anadlise dos dados, primeiramente foi feita a identificacdo dos
granulécitos por meio de um gate (A1, A2 e A3). Posteriormente avaliou-se a
producdao basal de ROS (1), ou seja, a quantidade de células fluorescentes
(C1) que sdo produtoras de radicais livres mesmo na auséncia de qualquer
estimulo. Por fim, verificou-se o maximo de producdao de ROS suportado pela
célula (2), mediante ao forte estimulo do PMA. Os dados foram expressos em
percentual de producao basal de ROS (C1) e razdao entre (D2) por (D1), que

representa a capacidade maxima de producado celular de ROS (Figura 2).
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Figura 2. Analise, por citometria de fluxo, da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) pelos granuldcitos, onde, 1 é a produgdo basal de ROS (sem estimulo)
e 2 é a amostra estimulada, com o maximo de produgdo de ROS suportado pela célula.
A é o gate para a separacao de granulécitos dos demais tipos celulares, B é a porgao
de células ndo fuorecentes, C é a porcdo de células fuorescentes e D representa a
mediana de fluorescéncia.

5.6.5. Analise Estatistica

Para comparar varidveis numéricas entre dois grupos independentes
utilizou-se o Teste de Mann Whitney e entre trés grupos independentes
utilizou-se o teste Friedman. Para comparar o mesmo grupo em tempos
diferentes utilizou-se o teste de Wilcoxon, adotando-se o nivel de significancia
p inferior a 0,05. Os dados foram analisados no programa SPSS for Windows
15.0 (SPSS Inc., Chicago Illinois). Os Valores do QFA, para os alimentos mais
consumidos, foram avaliados de acordo com a sua freqliéncia didria, semanal
ou mensal e processados no programa Microsoft Excel, 2002 (10.2614.2625) -
Brasil.

As analises descritivas das variaveis foram apresentadas como média e

desvio padrao, mediana, valores minimo e maximo.
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6.Resultados

6.1. Avaliacao Nutricional

Foram avaliados 42 pacientes com Doenca de Crohn sendo, 22 do grupo
suplementado e 20 do grupo sem suplemento. No grupo suplementado, 17
pacientes eram do género masculino (77,27%) e 5 do género feminino
(22,72%), com mediana de idade de 37 anos e variacao de 16 a 62 anos.

De acordo com o habito alimentar dos 42 pacientes, apresentamos na
Tabela 2 a adequacao da ingestdo de energia e nutrientes em relacao aos

valores de referencia.

Tabela 2. Avaliacdo da ingestao e adequacao de energia e nutrientes, segundo os

valores de referéncia em 42 pacientes.

Nutrientes

Adequado

Abaixo

acima

Carboidratos

23 (54,7%)

19 (45,2%)

Proteinas 12 (28,6%) 13 (30,9%) 17 (40,5%)
Lipideos 31 (73,8%) 3 (7,1%) 8 (19,0%)
Gordura saturada 8 (19,0%) - 34 (81,0%)
Gordura monoinsaturada 27 (64,9%) - 15 (35,7%)
Gordura Polinsaturada 38 (90,5%) 1 (2,3%) 3 (7,1%)
Fibras 12 (28,6%) 29 (69,0%) 1(2,3%)
Vitamina A 3(7,1%) 23 (54,8%) 15 (35,7%)
Vitamina D 3(7,1%) 33 (78,6%) 6 (14,9%)
Vitamina C 3(7,1%) 25 (59,5%) 14 (33,3%)
Vitamina E 4 (9,5%) 26 (61,9%) 12 (28,6%)
Vitamina B12 5 (11,9%) 12 25 (59,5%)
(28,6%)

Célcio - 28 (66,7%) 14 (33,3%)
Ferro - 31 (73,8%) 11 (26,2%)
Folato - 42 (100%) -
Zinco 4 (9,5%) 17 (40,5%) 21 (50%)
K - 42 (100%) -

Na 6 (14,3%) 24 (57,1%) 12 (28,6%)
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Observou-se que 28,6% dos pacientes apresentavam a adequagao no
consumo de proteinas e 40,5% consumiram proteinas em quantidades acima
do recomendado de acordo com (WHO/OMS, 2003). O consumo inadequado de
proteinas vem reforcado também nos dados de freqliéncia alimentar com baixo
consumo de peixe, frango e lentilha entre outros, porém consumo acima do
recomendado para carne vermelha, leite, arroz e feijao (Tabela 3).

Em relacao ao consumo de carboidratos (WHO/FAO, 2003), podemos
observar que pouco mais da metade dos pacientes atingiu as necessidades
recomendadas. Esse fato foi observado também na baixa freqiéncia da
ingestdo das principais fontes de carboidratos. Mais de 2/3 dos pacientes
apresentou consumo de fibras abaixo do recomendado. O consumo de lipideos
foi adequado na maioria dos pacientes (WHO/FAO, 2003). No entanto, o
consumo das gorduras saturadas apresentou-se acima do recomendado na

maioria dos pacientes avaliados.
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Tabela 3. Freqiéncia diaria, semanal e mensal dos alimentos mais

consumidos por 42 pacientes com Doenca de Crohn.

Alimentos mais fr % Alimentos mais Fr % Alimentos mais fr %
consumidos consumidos consumidos
diariamente semanalmente mensalmente

Carne vermelha 2x 30 Sopas 2X 20 Salgados fritos 1x 35
Leite 2x 25 Macarrdo com molho 1x 40 Salgados assados 1x 40
Feijao 2x 30 Polenta cozida 1x 15 Macarrdo comcarne 1x 35
Arroz 2X 55 Carne porco 1x 30 Pizza, panqueca... 2X 40
Sal 1x 35 Carne seca 1x 20 Linguiga 2x 30
Maca 1x 10 Embutidos 2x 30 Hamburguer ix 35
Mamao 1x 10 Frango 2x 30 Peixe 2x 45
Café/cha c acucar 7x 15 Iogurte 1x 35 Lentilha 2x 25
Café/cha s agucar 1x 35 Mussarela 4x 20 Feijoada 1x 40
Pao 1x 20 Queijo minas 2x 15 Batata assada 3x 20
Achocolatado 1x 25 Ovo 2x 30 Salada de maionese 2x 25

Batata frita 2x 25 Refrigerante diet 1Ix 5

Farinha de mandioca 2x 20 Cerveja 1x 20

Alface 3x 35 Sanduiche 1x 20

Cenoura 1x 20

Outros legumes 1x 20

Verduras cozidas 2x 20

Brocolis 2x 25

Oleos 4x 35

Maionese 1x 25

Laranja 2x 25

Banana 3X 20

Suco natural 3x 35

Suco industrializado 3x 30

Refrigerante normal 3x 35

Biscoito 3x 20

Biscoito recheado 1x 30

Bolo 1x 25

Manteiga no pao 3x 25

Chocolate 1x 25

Sobremesa 4x 25

Acucar 6x 10

Com relacdo a ingestdao dos micronutrientes, observou-se ingestdo
abaixo do recomendado nas vitaminas A, C, D, E, e a maioria dos alimentos
ricos em vitaminas ndo é consumida com freqléncia. A ingestdo do folato
encontrou-se abaixo do recomendado em todos os pacientes avaliados,
enquanto a ingestdao da vitamina B12 foi superior as doses recomendadas em
59% dos pacientes. Na presente casuistica foi observado baixo consumo de
cdlcio, ferro e potassio. A ingestdo de vitamina D também ndo atingiu a

recomendacdo minima.
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6.2. Composicao Corporal

A composicdo corporal do grupo suplementado com proteina do soro de
leite por 16 semanas apresentou diferencga significativa entre os tempos 1, 2 e
3, teste de Friedman. Houve redugao da porcentagem de gordura e da gordura
absoluta (Kg), assim como o aumento da massa magra (kg), conforme

mostrado na Tabela 4.

Tabela 4. Influéncia da suplementagdo nutricional com a proteina do soro de
leite e TGF-3, sobre o indice de massa corporal (IMC), % de gordura, gordura
Absoluta (Kg) e massa magra (Kg) do grupo suplementado e grupo controle

sem suplemento.

Grupo Suplementado* Grupo Controle**
Composicao Corporal Tempo Tempo
1 2 3 1 2
IMC 23,1 22,6 22,1 25,1 25,7
Massa Magra (kg) 50,43 53,71 55,93 51,43 51,53
% Gordura 19,6 17,9 16,6 29,8 30,08
Gordura Absoluta (kg) 13,2 11,9 11 22,5 22,78

*Grupo suplementado: valores correspondentes as médias nos trés tempos, com
diferengca significativa (p<0,05) de acordo com o teste de Friedman. Tempos: TO -
imediatamente antes da infusdo do anti-TNF-a;; T1 - 8 semanas apds T0, imediatamente antes
da infusdo do anti-TNF-a ; T2 - 8 semanas apos T1.

**Grupo controle sem suplemento: Valores correspondentes as médias nos dois tempos,
nao apresentando diferenga significativa (p>0,05) de acordo com o teste de Friebman. Tempos:
TO- imediatamente antes da infusdo do anti-TNF-«; T2 - 16 semanas apds TO0.

De acordo com a tabela verifica-se que o grupo suplementado teve
aumento de massa magra e diminuicdo de gordura, no grupo controle a
composicao corporal ndo apresentou nenhuma mudanga durante o mesmo

periodo de observacdo.
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6.3. Caracterizacao e avaliacao Sensorial do suplemento
do concentrado da Proteina do soro de leite

6.3.1. Caracterizacao CPSL

A Tabela 5 apresenta a composicdo quimica do CPSL utilizado para

formulacao do suplemento analisado no presente estudo.

Tabela 5. Composicdao aproximada do CPSL.

Fonte CPSL
Proteina (%) 73.30 £ 0.43
Gordura (%) 2 10,48 + 0.03
Cinza (%) 12 2.15 + 0.33
Agua (%) 12 6.36 £ 0.01
Carboidrato (%) %3 7.71% 0.01

! valores correspondentes as médias (+ DV) de trés determinacdes.
2 Valores expressos em base seca.
3 Calculo por diferenca = 100 - (proteina + total gordura + cinza + agua

O CPSL apresentou em sua composicao alto valor protéico e baixo teor
de carboidrato, apresentando um tepr de proteina de 78,8% em base seca,
justificando a classificagdo do produto como um concentrado protéico (Tabela

5).
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Tabela 6. Aminoacidos totais (100g de proteina) da fonte protéica: proteina
do soro de leite, comparado com as DRIs para aminodacidos essenciais em pré-

escolares e adultos, segundo IOM (2002).

Aminoacidos IOM-2002 IOM-2002

(g/100g de proteina) Pre-escolares? Adultos? CPSL
Ac. Aspartico * * 10,16
Ac. Glutamico * * 16,95
Serina * * 5,18
Glicina * * 2
Histidina 1,8 1,7 1,79
Arginina * 1,44
Treonina 2,7 2,4 6,22
Alanina * * 5
Prolina * * 5,9
Fenilalanina + Tirosina 4,7 4,1 5,47
Valina 3,2 2,9 5,64
Metionina + cistina 2,5 2,3 3,1
Cisteina * 2,01
Isoleucina 2,5 2,3 6,49
Leucina 5,5 5,2 10,16
Lisina 5,1 4,7 9,32
Triptofano 0,8 0,6 *

yalores baseados no EAR (necessidade media estimada): EAR amino acidos/EAR
proteina; Criangas (1 a 3 anos) EAR proteina = 0.88 kg/day; adultos (> 18 anos) EAR proteina
= 0.66 kg/dia.
*Aminoacido ndo determinado.

O grau de hidrdlise encontrado foi de 10.11mM /g, sendo classificado
como uma fonte de proteina de médio grau de hidrélise (7 a 15mm / g).
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Tabela 7. Solubilidade do CPSL em diferentes valores de pH.

oH CPSL 12
(%)solubilidade
2.5 71.56 + 1.45°€
3.5 80.93 + 0.53 A
4.5 77.54 £ 0.11 8
5.5 80.71 + 0.28 A
6.5 81.18 + 0.56 A
7.5 79.88 £ 0.72*

! valores correspondentes as médias (+ DV) de trés determinacdes.’ Valores com Letras diferentes,
apresentam diferencga significativa. Valores com letras iguais, ndo apresentam diferenga significativa
de acordo com o Teste de Tucket (p > 0.05).

A solubilidade do suplemento apresentou pequena variagdao nos valores de pH
testados. A maior solubilidade ficou no pH 6,5 com diferenga significativa apenas

para o pH 2,5 e 4,5. Portanto a menor solubilidade foi observada no pH 2,5.

6.3.2. Influéncia da suplementacdo nutricional com a
proteina do soro de leite e TGF-B, sobre o Indice de
Atividade da Doencga de Crohn.

A avaliacado clinica dos pacientes foi realizada antes e apds 16 semanas de
suplementacao utilizando-se o escore denominado indice de atividade da
doenca (IADC)****,

Figura 3. Avaliacdo clinica dos pacientes antes (T0) e apds (T2) a suplementagdo com
a proteina do soro de leite e TGF-B.
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TO: antes de iniciar a suplementacao
T2: ap6s 16 semanas de suplementacao

*** [ADC: Indice de atividade da Doenca de Crohn.

A importancia nutricional do suplemento do soro de leite vem
acompanhada da melhora observada pelos pacientes com Doenca de Crohn
suplementados durante 16 semanas, com diferenca significativa (p<0,05) de

acordo com o teste de Wilcoxon.
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Figura 4. Avaliacdo clinica dos pacientes suplementados durante 16 semanas em
comparagao com os pacientes controles sem suplementagao.

O Grupo suplementado em comparagdao ao Grupo controle (sem
suplementagao) apresentou diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o

teste de Wilcoxon.

6.4. Avaliacao sensorial

Grupo 1
De acordo com as médias de aceitagdo para o aroma, sabor e textura
obtidos para o grupo 1, n=54 (avaliou sensorialmente o produto no

ambulatério de DII, em uma Unica sessao) foi observado que a avaliacao do
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suplemento de uma maneira geral esteve entre os termos “mais ou menos” e
“um pouco bom”.
Tabela 8. Médias de aceitacdo dos atributos aroma, sabor e textura da

amostra do suplemento da proteina do soro de leite com TGF-B (n=54

pacientes).
Atributos Aceitacao*
Aroma 5,3
Sabor 5,5
Textura 5,5

* Valores na escala: 1= horrivel; 5=mais ou menos; 9= 6timo.

De acordo com a freqUéncia de respostas para o atributo aroma do
suplemento, 46,3% dos pacientes avaliaram como “horrivel” a “pouco ruim”
(valores entre 1 e 4), 25.9% como “mais ou menos” e 28% entre “um pouco
bom” e “6timo” (Figura 2). De fato, o aroma do suplemento foi caracterizado
por apresentar notas desagradaveis de aroma como: “soja” (23% das
respostas), “leite passado” (17%), “alimento cozido” (9%), “queijo”, “leite em
po” e “grao” (8% das respostas em cada nota aromatica), dentre outras.
Observou-se que uma pequena parcela de citagdes estava associada a aromas
agradaveis como “doce” (11%) e “baunilha” (6%).

Com relacdo ao sabor, a freqiiéncia de respostas foi bastante similar ao
aroma: cerca de 28% dos pacientes gostaram do produto e 50% nao
gostaram. Adicionalmente, o sabor estava associado principalmente ao sabor
de soja (24% das respostas), leite passado (16% das respostas), grao (10%
das respostas), leite em pd (9% das respostas), alimento cozido e vomito (7%
das respostas) e metdlico (6% das respostas). Ja com relagdo a textura, a
aceitacao foi um pouco melhor; cerca de 40% gostaram da textura da amostra
contra 33% que nao gostaram.

De maneira geral, pode-se observar que cerca de 30% dos individuos
gostaram do suplemento com relagdo a todos os atributos avaliados, ja
metade deles nao gostaram do mesmo e os outros 20-25% o classificaram
como “mais ou menos”, o que indica que o produto precisa ser melhorado

principalmente com relagdo ao aroma e sabor.
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Apesar da baixa aceitacao do produto, 28% dos pacientes indicaram
que “provavelmente comprariam” o suplemento e 22% que “certamente
comprariam” o produto, o que indica uma boa intencao de compra. Isso pode
ter ocorrido pela expectativa gerada em torno da possibilidade do suplemento
ser importante no tratamento da doenca de Crohn. ]Ja 19% dos pacientes
indicaram que “talvez comprasse, talvez ndao comprasse” o suplemento, 22%
“provavelmente nao comprariam” o produto e 9% “certamente nao

compraria”.

N2 Pacientes

Frequéncia %

horrivel 2 3 4 5 6 7

Valores hedoénicos
Aroma @ Sabor Textura

Figura 5. Distribuicdo dos pacientes em fungdo dos valores heddnicos de aceitagdo do
aroma, sabor e textura dados a amostra do suplemento de proteina do soro do leite e
TGF-B.
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Figura 6. Freqliéncia de citagcbes das notas aromaticas percebidas (A) e sabores
percebidos (B) pelos individuos no suplemento da proteina do soro de leite com TGF-B.
(n=54 pacientes).

Grupo 2

Os resultados de aceitagao do grupo 2 (grupo suplementado durante 16
semanas) foi similar a aceitacdo do grupo 1 no tempo T1, ou seja, apds a
primeira avaliacdo do produto pelos pacientes apds feita a infusdo e o
produto ser avaliado em casa. Cerca de 50% dos individuos desgostaram do

produto quanto ao aroma, sabor e textura.

As médias obtidas para o aroma do produto estiveram em torno de 5 o
que equivale ao termo “mais ou menos” da escala hedo6nica; porém ao longo
do uso do suplemento houve um acréscimo na aceitacdo do aroma e apesar
deste aumento nao ser significativo (p>0,05) de acordo com teste de
Friedman, podemos observar pelo grafico de freqliéncia (Figura 4) que 43%
dos pacientes acharam o aroma do produto entre “um pouco bom” e
“o6timo”, ou seja, situaram-se na regido de aceitacdo do mesmo. J& no
tempo T1 apenas 25% dos pacientes gostaram do aroma do produto e no
tempo T2 30% indicaram gostar do aroma.
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Tabela 9. Médias de aceitagdo do aroma, sabor e textura do suplemento da
proteina do soro de leite com TGF-B, durante a suplementacdo nos tempos 1, 2

e 3. (n=22 pacientes).

Suplemento Aceitacao*

T1 T2 T3
Aroma 4,9% (£2,1) 5% (+£1,9) 5,6% (£1,7)
Sabor 52 (+1,7) 5,2% (%£1,9) 5,9° (£1,9)
Textura 5,1% (+1,6) 5,4° (+£1,8) 5,3% (+2)

Tempos: T1 - imediatamente apds a primeira prova; T2 - 8 semanas apés T1; T3 - 8 semanas
apos T2. Letras em comum na mesma linha indicam médias que nao diferiram entre si a
(p>0,05) de acordo com o teste de Friedman. * (1= horrivel; 5=mais ou menos; 9= 6timo).

Quanto ao sabor do suplemento, a aceitacdao aumentou ao longo do uso,
havendo diferenca significativa (p<0,05) apds 16 semanas, como pode ser
observado pela Tabela 4. Cerca de 50% dos pacientes indicou gostar do sabor
do produto (valores superiores a 6 na escala), ja sua rejeicdo ficou ao redor de
14% apenas. Para textura ndao houve diferenca significativa de aceitacao
(p>0,05) ao longo das 16 semanas de uso do suplemento, sendo a média de
aceitacdo em torno de 5.0, o que equivale ao termo “mais ou menos” na
escala.

Os resultados com o grupo 2 indicaram que ao longo da suplementacao
aumentou a aceitagao quanto ao sabor do produto o que pode ser decorréncia
também do bem-estar promovido pela ingestdo do mesmo, o que pode ser
comprovado com o resultado obtido com a diminuicdo do Indice de Atividade
da Doenca com diferenca significativa (p<0,05), de acordo com o teste de
Friedman, indicando uma melhora na salde destes pacientes com o uso

continuo do suplemento (Tabela 5).
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Figura 7. Distribuicdo dos pacientes em fungdo de valores hedbnicos de aceitagdo do
aroma, sabor e textura dados a amostra do suplemento da proteina do soro de leite e
TGF-B nos tempos1, 2 e 3.

6.5. Avaliacao Imunoldgica
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6.5.1. Hemograma

A mediana da caracteristica Hematoldgica de pacientes com Doencga de

Crohn antes e apds a suplementagao, esta apresentada na Tabela 10.

Tabela 10. Caracteristicas hematoldgicas de pacientes com Doenga de Crohn
antes (TO) e apds (T2) a suplementacdo com o concentrado da proteina do

soro de leite.

TO T2
Mediana Mediana
Pardmetro hematoldgico Minimo - Maximo Minimo - Maximo p?
WBC 7,31 6,49 0,396
(x103/mm?) 3,22-11,40 3,42-9,56
LINF 1,66 1,91 0,045
(x10%) 0,56-2,76 0,59-3,24
MONO 0,62 0,79 0,695
(x103%) 0,29-0,95 0,28-1,31
RBC 4,35 4,36 0,372
(x10%/mm?) 3,4-5,31 3,31-5,42
HCT 37,85 36,6 0,962
(%) 29,5-46,2 27-46,2
HGB 12,15 11,1 0,727
(g/dL) 8,1-16,2 7-15,2
MCH 26,45 25,25 0,9
(pg) 19,7-33,2 17,2-33,3
MCHC 31,6 30,9 0,445
(g/dL) 27,5-35,7 25,9-35,9
MCV 79,5 79,9 0,438
(fL) 60,9-98,1 62,7-97,1

p?: Teste de Wilcoxon; WBC: leucdcitos; LINFO: Linfécitos; MONO: Mondcitos; RBC:Glébulos
vermelhos; HGB: Concentracdo de Hemoglobina; HCT: hematdcrito; MCH: Volume corpuscular
médio; MCHC: Concentragao corpuscular média; MCV: Volume corpuscular médio.
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e Aumento de linfécitos TO (antes da suplementacdo) X T2 (apds a
suplmentacdo, (p=0,045, teste de Wilcoxon).
¢ Nao houve diferenca significativa nos demais paréametros

Hematoldgicos.

6.6. Glutationa Eritrocitaria

Figura 8 compara a concentracdo média de GSH nos eritrocitos, de individuos

saudaveis e de pacientes com DC.
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Figura 8. Concentracdo de glutationa nos eritrécitos (mg/dL).

¢ Houve diferenca entre os trés grupos (p=0,027, teste de Kruskal-wallis).

e Controle saudavel X pacientes com DC em uso de azatioprina (p=0,760,
nao houve dferenca significativa, teste de Mann-Whitney).

e Controle saudavel X pacientes com DC em uso de azatioprina e
infliximab (p=0,023, teste de Mann-Whitney)

e pacientes com DC em uso de azatioprina X pacientes com DC em uso de

azatioprina e infliximab (p=0,048, teste de Mann Whithney).

Figura 9 compara a concentracdo média de GSH nos eritrécitos, de individuos
saudaveis e de pacientes com DC apds 16 semanas de suplementacdo e em
uso de azatioprina e infliximab em relagdo ao grupo controle sem

suplementacao.
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Figura 9. Concentracdo de glutationa nos eritrocitos (mg/dL).

Houve diferenca entre os trés grupos (p=0,01, teste de Kruskal-
wallis), com maior concentracao de GSH dos pacientes
suplementados e em uso de azatioprina e infliximab em relacao ao

grupo saudavel.

Controle saudavel X pacientes com DC apdés 16 semanas de
suplementacao em uso de azatioprina e infliximab (p<0,01, diferenca

significativa entre os grupos, teste de Mann Whitney).

Controle saudavel X pacientes com DC apds 16 semanas sem uso de
suplementacao e tratamento com azatioprina e infliximab (p<0,01,

diferenca significativa entre os grupos, teste de Mann Whitney).

pacientes com DC apds 16 semanas de suplementacdo em uso de
azatioprina e infliximab X Pacientes com DC apds 16 semanas sem
uso de suplementacdao e tratamento com azatioprina e infliximab
(p=0,870, teste de Mann Whitney).
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Figura 10 compara a concentracdo média de GSH nos eritrécitos de pacientes

com DC antes de iniciar a suplementacdo e apds 16 semanas de

suplementacgao.

1004
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Glutationa eritrocitaria
{mgldL)

TO {inicio)

T2 (apds 16 semanas)

Figura 10. Concentracdo de glutationa nos eritrocitos (mg/dL). Comparagdo no grupo
suplementado antes de iniciar a suplementacdo e apos a suplementacdo.

e TO - Antes de iniciar a suplementagdao X T2 - apds 16 semanas de

suplementacao (p=0,355, nao houve diferenca significativa entre os

grupos, Teste de Wicoxon).

Figura 11 apresenta a comparacdo entre a concentracdo média de GSH nos

eritrocitos de pacientes com DC sem uso da suplementacdo e durante o

periodo de 16 semanas.
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Figura 11. Concentracdo de glutationa nos eritrécitos (mg/dL). Comparagdo no grupo

controle sem a suplementagao.

e Inicio X Apés

16 semanas

(p=0,575,

nao houve diferenca

significativa entre os grupos, Teste de Wicoxon).
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6.7. Liberacao de Radicais Intermediarios do Oxigénio
pelos Granulocitos

Figura 12 apresenta comparacdo entre o controle saudavel e pacientes
com DC em uso de azatioprina e infliximab e apenas azatioprina sem

suplementagcao com o concentrado da proteina do soro de leite.
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Figura 12. Capacidade maxima de producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
pelos granuldcitos de controles saudaveis e pacientes com DC em uso de azatioprina e
infliximab e apenas azatioprina.

e Na&o houve diferenca entre os trés grupos (p=0,278, teste de
Kruskal-Wallis)

A producdo basal de ROS de pacientes com DC entre controle saudavel e

pacientes com DC em uso de azatioprina e infliximab e apenas azatioprina sem

suplementacao com a proteina do soro de leite
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Figura 13. Percentual basal de producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) pelos
granuldcitos de pacientes com DC e de controles saudaveis

Houve diferenca entre os trés grupos (teste de Kruskal-wallis
p=0,01). (%) de

producgdo basal de ROS elevado em relagao aos pacientes com DC em

O controle saudavel apresentou precentual

tratamento com azatioprina e infliximab e apenas azatioprina.

Controle saudavel X pacientes com DC em uso de azatioprina e

infliximab (p<0,01, diferenca significativa, teste de Mann Whitney).

Controle Saudavel X pacientes com DC em uso de azatioprina
(p=0,102, diferenca significativa entre os grupos, teste de Mann
Whitney).

Pacientes com DC em uso de azatioprina e infliximab X pacientes
com DC em uso de azatioprina (p=0,441, teste de Mann Whitney)

Figura 14 apresenta comparagao entre os controles saudaveis e pacientes

suplementados por 16 semanas com o concentrado da proteina do soro de

leite em uso de azatioprina e infliximab e pacientes sem a suplementacao, mas

em uso de azatioprina e infliximab.
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Figura 14. Capacidade maxima de producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
pelos granuldcitos de controles saudaveis e pacientes com DC em uso de azatioprina e
infliximab suplementados e nao suplmentados.

+» Nao houve diferenca entre os trés grupos (p=0,768, teste de Kruskal-
Wallis)

Producdo basal de ROS em comparagao com o grupo controle saudavel e o
grupo de pacientes suplementados ha 16 semanas com a proteina do soro de
leite em uso de azatioprina e infliximab e pacientes sem a suplementacgao, e
em uso de azatioprina e infliximab.
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Figura 15. Percentual basal de producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pelos
granulécitos de controles saudaveis e pacientes com DC em uso de azatioprina e
infliximab suplementados e nao suplmentados.
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e Houve diferenca entre os trés grupos (teste de Kruskal-wallis p<0,01). O
controle saudavel apresentou precentual (%) de producdo basal de ROS
elevado em relacdo aos pacientes com DC apdés 16 semanas de
suplmentagdo e em tratamento com azatioprina e infliximab e pacientes
com DC apenas com azatioprina, apdés 16 semanas, porém sem
suplementacgao.

e Controle saudavel X pacientes com DC suplementados e em uso de
azatioprina e infliximab (p<0,01, diferenca significativa, de acordo o
teste de Mann Whitney).

e Controle saudavel X pacientes com DC sem suplementagdao e em uso de
azatioprina e infliximab (p=0,031, diferenca significativa, teste de Mann
Whitney).

e pacientes com DC suplementados e em uso de azatioprina e infliximab X
pacientes com DC sem suplementacdao e em uso de azatioprina e
infliximab (p=0,626, ndao houve diferenca significativa, teste de Mann
Whitney).

A figura 16 mostra a comparagao entre os pacientes suplementados em uso de

azatioprina e infliximab antes (T0) e apos a suplementagdo (T2).

*

+

550

4501
2507
200 *

1504

1004

LT Y
[1]

—_————————

Capacidade maxima
de produ¢do de ROS

50+ —_———

.t :'
0 T : T
TO {inicio) T2 (apds 16 semanas)

Figura 16. Capacidade maxima de producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pelos
granuldécitos de pacientes com DC em uso de azatioprina e infliximab antes (TO) e apds (T2) a
suplementagdo.
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e Pacientes suplementados antes (TO) e apdos 16 semanas de
suplementacgao (T2). De acordo com o Teste de Wicoxon (p=0,394), nao

houve diferencga signifivativa o inicio e final da suplementacao.

Figura 17 mostra producdo basal de ROS dos pacientes suplementados em

uso de azatioprina e infliximab antes (TO) e apds a suplementacdo (T2).
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Figura 17. Percentual basal de produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pelos
granulocitos de pacientes com DC suplementados antes (TO) e apds (T2) a
suplementacao.

e Pacientes suplementados antes (TO) e apdés 16 semanas de
suplementacao (T2). De acordo com o Teste de Wilcoxon (p=0,689),

nao houve diferencga signifivativa entre os tempos.

Figura 20 mostra a comparagao entre os pacientes nao suplementados e em

uso de azatioprina e infliximab durante o periodo de 16 semanas.
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Figura 18. Capacidade maxima de producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
pelos granuldcitos de pacientes com DC em uso de azatioprina e infliximab sem
suplementacdo e durante 16 semanas.
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e Pacientes nao suplementados antes (T0) X apdés 16 semanas (T2),

(p=0,161, nao houve diferenca significativa, Teste de Wilcoxon).
Producao basal de ROS mostra a comparacao entre os pacientes nao

suplementados e em uso de azatioprina e infliximab durante o periodo de 16

sémanas.
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Figura 19. Percentual basal de produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pelos

granulocitos de pacientes com DC em uso de azatioprina e infliximab sem
suplementacdo e durante 16 semanas.

e Pacientes com DC ndo suplementados antes (T0) X apds 16 semanas
(T2), (p=0,674, nao houve diferenca significativa, teste de Wilcoxon).
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7 .Discussao

Este estudo tem grande importancia por ser prospectivo de intervencao
nutricional, no qual se avalia os efeitos de um concentrado protéico de soro de
leite enriquecido com TGF-B, oferecido por via oral a pacientes com DC.
Pouquissimos trabalhos foram encontrados nesta area de conhecimento.

A maioria dos pacientes com DC apresentou ingestao inadequada de
proteinas e micronutrientes. Essa inadequacdo provavelmente pode ocorrer,
pois a Doenca de Crohn colabora para ma absorcdo com diminuicdo da area
absortiva (doenca, resseccdes), deficiéncia de sais biliares, super crescimento
bacteriano, estreitamento gastrintestinal e estenoses que levam ao edema,
inflamacdes e resseccbes cirurgicas. Para agravar este quadro, os pacientes
apresentam frequentemente ansiedade e medo de comer relacionados as
experiéncias como dor abdominal, inchago, ndusea ou diarréia que contribuem
para comprometer o estado nutricional (CUPPARI, 2006). Devido a esse
conjunto de fatores, os pacientes com DC comumente apresentam déficits de
micronutrientes e desnutricdo protéico-caldérica (Rodrigues, 2008), o que
reforca o baixo consumo de proteinas observado em 30% dos nossos
pacientes.

Verificou-se que 45% dos pacientes avaliados nao atingiram as
necessidades recomendadas de carboidratos, porém, 55% atingiram a
adequagdao no consumo. Essa baixa adequacdo pode estd associada com
possiveis problemas individuais de intolerancia ao consumo de determinados
alimentos. RAZACK (2007), realizou um trabalho onde o consumo de
acucares refinados foi associado com o aumento do risco do desenvolvimento
de Doencas Inflamatorias Intestinais, pois carboidratos de cadeia curta e
poliois poderiam aumentar a susceptibilidade para DC, uma vez que promovem
o crescimento de bactérias do intestino delgado, resultando em aumento da
permeabilidade e desencadeamento da DC em individuos geneticamente
susceptiveis (GIBSON, 2005). Quando analisamos a freqliéncia alimentar pelos

pacientes na Tabela 3, observamos consumo relativamente baixo de
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carboidratos complexos e predominio de ingestdo de carboidratos simples, o
gue representa ingestao de fibras abaixo do recomendado.

Estudo mais recente mostrou que o consumo de fibras é muito
importante nos pacientes com DC, pois além de serem fonte de energia para
os colondcitos, podem inibir a formacdo de mediadores inflamatérios
(SERRANO, 2007). Estudos “in vivo” demonstraram que o butirato inibe a
formagao de mediadores pro inflamatdrios, como o fator de necrose tumoral
alfa, e a atividade enzimatica 6xido nitrico sintetase (RODRIGUES-CABEZAS,
2002). A baixa ingestdo de fibras é um problema que ocorre ndo s nos
pacientes com DC, mas também na populacdo saudavel. Estudo na populagao
adulta brasileira constatou baixo consumo de fibras. As praticas alimentares
revelaram que a dieta é constituida por alimentos pobres em fibras alimentares
(MATTOS, 2000). Outro estudo utilizando os dados do ENDEF-1974/759
registrou que a dieta da populacdo de trés capitais - Rio de Janeiro, S3o Paulo
e Porto Alegre apresentaram baixo consumo de fibras alimentares. O baixo
consumo de fibras entre os pacientes com DC pode ser resultado de uma
cultura alimentar brasileira, que utiliza na dieta habitual alimentos com fontes
pobres de fibras.

Em relacdo a ingestdo de lipideos observou-se que a maioria dos
pacientes teve consumo adequado, sendo acompanhado pela adequagao das
gorduras monoinsaturadas e poliinsaturadas, porém o consumo da gordura
saturada apresentou-se acima do recomendado. Segundo HOU & SELLIN
(2010) a quantidade e qualidade do consumo de gordura estdao associadas ao
aumento do risco de Doencas Inflamatdrias Intestinais, porém, as gorduras
poliinsaturadas, como o Omega-3 e Omega-6, sao metabolizadas em
compostos antiinflamatorios, podendo ter efeito benéfico nos portadores da
inflamacao intestinal.

O consumo das vitaminas A, C, D e E esteve abaixo do recomendado,
em razdo da baixa freqiiéncia de consumo dos alimentos ricos nestas vitaminas
(Tabela 3). O questionario de freqiéncia alimentar (QFA) é considerado como

o método mais pratico e informativo de avaliacdo da ingestao dietética e
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fundamentalmente importante em estudos epidemioldgicos que relacionam a
dieta com a ocorréncia de doencgas cronicas (SLATER, 2004).

As complicacbes mais freqlientes geradas pelas deficiéncias nutricionais
nas Doencas Inflamatdrias Intestinais sdo a anemia e osteoporose. A
osteoporose é causada pela deficiéncia de calcio, vitamina D e vitamina K e a
anemia, pode ter etiologia associada a perda cronica, inflamacdo duradoura e,
sob o ponto de vista das deficiéncias nutricionais, desenvolve-se devido a
deficiéncia do folato e vitamina B12 (HOW e SELLIN, 2010). Todos os
pacientes avaliados em nosso estudo apresentaram consumo inadequado de
folato necessitando, portanto aumentar seu consumo.

Na pratica clinica, a avaliacdao do estado nutricional em pacientes com
DC demonstra diminuicao na ingestao alimentar global causada por anorexia,
nauseas, vOomitos, dor abdominal, diarréia e dietas restritas, o que torna
comum a deficiéncia de alguns nutrientes. (RODRIGUES, 2008),

O aumento da massa magra pode ter ocorrido pela suplementacao, pois,
proteinas do soro apresentam concentracdes elevadas de aminoacidos
ramificados, que contribuem para a massa muscular. Em comparacao a outras
fontes protéicas, a proteina do soro possui a capacidade Unica de aumentar a
producdo de glutationa, o que por sua vez leva a uma melhora na composicao
corporal, (BOUNOUS, 2000 e LANDS,1999). Varios estudos demonstram o
efeito benéfico do soro do leite sobre a composicdo corporal em comparacao
direta com outras fontes de proteinas de alta qualidade. O aumento e/ou
preservacao muscular ndao somente melhora a composicao corporal, como
também contribui decisivamente para aumentar as chances de viver uma vida
mais longa e mais saudavel (INELMEN, 2003 e XAVIER PI-SUNYER, 2002).

As proteinas do soro sd3o ricas em calcio (aproximadamente
600mg/100g). Diversos estudos epidemioldgicos tém verificado uma relagao
inversa entre a ingestdao de calcio, proveniente do leite e seus derivados, e a
gordura corporal (CRIBB, 2006). Uma provavel explicacdo seria que o
aumento no calcio dietético reduz as concentracdbes dos hormonios
calcitrépicos, principalmente o 1,25 hidroxicolecalciferol Em altas

concentracdes, esse hormonio estimula a transferéncia de cdlcio para os
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adipdcitos. Nos adipdcitos, altas concentragdes de calcio levam a lipogénese e
a reducdo da lipdlise. Portanto, a supressdao dos hormonios calcitrépicos
mediada pelo calcio dietético, pode ajudar a diminuir a deposicdo de gordura
nos tecidos adiposos, (HACK, 1997).

Quando comparamos o grupo suplementado com o grupo controle,
observamos que o grupo suplementado teve um aumento de massa magra e
diminuicdo de gordura, e no grupo controle nao suplementado nao foi
observada mudanca na composicdo corporal durante o mesmo periodo
avaliado. O perfil de aminoacidos das proteinas do soro pode, possivelmente,
favorecer o anabolismo muscular. Além disso, HA e ZEMEL, (2003), destacam
gue o perfil de aminoacidos das proteinas do soro é muito similar ao das
proteinas do musculo esquelético, fornecendo quase todos os aminoacidos em
proporcao similar as existentes na musculatura esquelética, classificando esse
suplemento como um efetivo suplemento anabdlico.

Estudos demonstram que as proteinas do soro sdo absorvidas mais
rapidamente que outras, como a caseina, por exemplo. Essa rapida absorcao
faz com que as concentragoes plasmaticas de muitos aminoacidos, inclusive a
leucina, atinjam altos valores logo apds a sua ingestdo (BOUTHEGOURD,
2003). Além de aumentar as concentracdes plasmaticas de aminoacidos, a
ingestdo de solugcbes contendo as proteinas do soro aumenta,
significativamente a concentracdo de insulina plasmatica, o que favorece a
captacdo de aminoacidos para o interior da célula muscular, otimizando a
sintese e reduzindo o catabolismo protéico, (CALBET, 2002).

A composicao do CPSL apresentou alto valor nutricional, devido ao alto
teor de aminoacidos essenciais, especialmente os de cadeia ramificada, como
observado na Tabela 6. Esses valores estdo acima da média, quando
comparados aqueles de outras fontes protéicas como, por exemplo: caseina,
soja, ovo, arroz, feijdo, carne de frango entre outras, fornecendo as proteinas
do soro importantes propriedades nutricionais, podendo contribuir para a
manutencao do estado nutricional para pacientes com doenca de Crohn que

muitas vezes carecem de suporte nutricional especial.
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Devido ao perfil aminoacidico da proteinas do soro de leite, esta proteina
é utilizada na formulacdo de varios produtos especiais, como férmulas infantis
(HAMBRAEUS, 1982), e para o desempenho do metabolismo muscular, devido
ao alto teor de cadeia ramificada de aminoacidos essenciais, tais como leucina
e isoleucina (STEELE & HARPER, 1990). Essas peculiaridades sao
extremamente importantes para os pacientes DC, devido ao hipermetabolismo
e perda progressiva da massa magra com a evolugdo clinica da doenca.

A proteina do soro do leite (CPSL) é a fonte proteica que melhor

representa todas as recomendacdes de aminoacidos essenciais com base na
norma do Instituto de Medicina (IOM, 2002) para todas as fases da vida
(Tabela 6).
Os resultados para a solubilidade indicaram que o CPSL apresentou boa
solubilidade em ampla faixa de pH (Tabela 7) o que é bastante vantajoso, pela
possibilidade de ser utilizado na formulacdo de varios alimentos como bebidas
fermentadas, sorvetes, cremes, entre outros (GWARTNEY et al, 2000);
aumentando assim as possibilidades de consumo deste suplemento com alto
valor nutricional.

O aroma e o sabor de soja, leite passado, baunilha, doce, amargo,
gueijo, alimento cozido, vOmito, terra, leite em pd, metalico, grao e “leite in
natura”, percebidos pelos individuos, podem ser provenientes da oxidacao
lipidica e/ou reacao de Maillard. Conforme alguns estudos, a oxidacao lipidica
contribui para a formacao de off-flavours e perda de aromas/sabores
desagradaveis em concentrado protéico de soro limitando assim sua utilizagao
(WHITSON et al, 2010; TOMAINO et al, 2001; MORR e FOEGEDING, 1990).
GRIGIONi (2008) através de headspace-SPME (micro extracao em fase sélida)
isolou e identificou 43 substancias volateis no CPSL, dentre as quais varios
aldeidos, cetonas e hidrocarbonetos. Esses volateis podem contribuir com
aromas/sabores desagradaveis percebidos no CPSL, como a 2-heptanona, 2-
nonanona, 1-octen-3-ol, associados a aromas de papeldao, metalico e mofo,
respectivamente.

A formacdo de volateis durante obtencdao e estocagem de CPSL é dificil

de controlar. Para a obtencdo de CPSL com aroma/sabor mais suave seria
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necessario padronizar as condicdes do processamento e estocagem do CPSL e
assim obter um produto com melhor qualidade sensorial.

Talvez se o suplemento fosse consumido adicionando-se 0 mesmo em outros
produtos como iogurtes, sobremesas lacteas etc, sua aceitacdo poderia
aumentar entre os pacientes ja que o aroma/sabores percebidos poderiam ser
mascarados, o que ndo ocorreu no suplemento adicionado de agua e/ou
refresco. Desta forma, os beneficios obtidos através da suplementacdo
continuariam a ser percebidos pelos individuos, entretanto com uma maior
satisfacdao ao consumir o produto.

Varios estudos tém demonstrado que a nutricdo enteral com suplementos
protéicos melhora ndo sé a condicao nutricional dos pacientes, mas também
ocorre melhora na inflamacgao intestinal e frequentemente recuperacao da
mucosa intestinal (SANDERSON e CROFT, 2005). J& o tratamento utilizando-se
apenas corticosterdides apresenta efeitos limitados na mucosa (MODIGLIANI et
al, 1990). Em criancas acometidas pela doenca de Crohn a nutricdo enteral
exerce um papel fundamental no aumento do crescimento das mesmas, devido
ao fornecimento de nutrientes extras aliados a melhoria na inflamacao
intestinal (SANDERSON e CROFT, 2005). Em adultos com DC aguda a nutricao
enteral tem grande eficacia tanto no alivio da doenca, quanto na condicao
nutricional do individuo, podendo ser utilizada juntamente com outras terapias
para o controle da DC (DRAY e MARTEAU, 2005). Assim é de grande
importancia estudos que avaliem e desenvolvam solugdes orais mais bem

aceitas pelos pacientes.

Esclarecemos que os participantes dessa pesquisa estavam sob terapia
regular com AZA sozinha ou AZA combinada com anti-TNFa garantidos cem
por cento pelo Sistema Unico de Saude (SUS), e o suplemento nutricional foi
oferecido sem qualquer custo para o paciente. Entretanto, a adesao ao
tratamento foi de 50% demonstrando a importancia dos aspectos sensoriais do
produto e do consentimento do paciente para essa adesdo. Contudo, nao foi
objetivo dessa pesquisa avaliar dados sociais e afetivos dos participantes que

pudessem interferir nessa adesao.
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O grupo de pacientes com DC sob terapia com AZA mostrou valores de
GSH similares aos dos individuos saudaveis e significativamente mais baixos
do que os pacientes com AZA + Infliximab. Esses resultados associados com a
producdo significativamente mais baixa de espécies reativas de oxigénio
(p=0,031) e baixos IADC indicam remissao clinica da DC no grupo que so
recebia AZA.

O grupo que recebia a combinacdo terapéutica azatioprina mais anti-
TNFa apresentou valores de espécies reativas do oxigénio significativamente
mais baixas (p<0,01) e de GSH mais altos do que o grupo saudavel (p=0,023)
sendo mais forte (p<0,01) apds 16 semanas de suplementagdo. Esse resultado
somado a reducdo significativa do IADC vista no grupo com suplementagao
fortalece a reconhecida eficacia da combinacdo azatioprina mais anti-TNFa no
tratamento da DC e demonstra pela primeira vez que azatioprina associada ao
bioldgico anti-TNF-a foi capaz de controlar o balango oxidante versus
antioxidante na DC. Essa producao de ROS em relagdao ao grupo de controles
saudaveis permaneceu adequado tanto na producdo espontanea quanto na
estimulada com PMA, sugerindo que os pacientes estudados encontravam-se
com a doenca inflamatodria relativamente controlada. A eficacia e seguranca da
terapia com infliximab e AZA sozinhos ou em
combinagcao para DC sdo desconhecidas. As infeccbes graves podem estar
presentes em 3,9% dos pacientes sob terapia combinada, em 4,9% no grupo
com infliximab apenas e em 5,6% nos pacientes com AZA sozinha
(COLOMBEL et al, 2010).

Os niveis de ROS e GSH controlados antes da suplementacao,
caracterizavam que AZA sozinha ou AZA + infliximab era eficaz e segura Apds
a suplementacao nao houve diferenca nesses valores, mas foi o suplemento
guem favoreceu a melhora do IADC e do indice de massa corpdrea.

A suplementacdao com agentes antioxidantes e/ou precursores da
glutationa vem sendo proposta como uma das alternativas para reduzir o
stress oxidativo nestes pacientes (CANTIN et al., 2007). Além disso, a

suplementacdo com agentes capazes de modular a resposta inflamatéria, ou
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interferir na infeccdo cronica, pode trazer muitos beneficios aos pacientes e

representam um desafio para os pesquisadores.
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8.Conclusao

Deficiéncias nutricionais relacionadas a macro e micronutrientes sao
freqientes em pacientes com DC, assim, a terapia deve considerar o papel da
nutricdao. Na populacao de estudo observou-se consumo adequado de
carboidratos e lipideos pela maioria dos pacientes. O consumo de proteina
encontrou-se acima do recomendado por mais da metade dos pacientes.
Constatou-se inadequacao de ingesta para as vitaminas A, C, D, E, fibras
alimentares, célcio, folato, ferro e zinco. O consumo da vitamina B12 esteve
acima do recomendado.

A suplementacdao com a proteina do soro de leite demonstrou efeito na
composicao corporal, com aumento de massa magra e diminuicdao de gordura
corporal.

Com base nos resultados obtidos, estes pacientes devem ser orientados em
relacdo ao consumo de nutrientes, enfocando a importancia da suplementacao

para melhora do estado nutricional e consequentemente da doencga.

O suplemento de PSL-TGF-B apresentou-se como boa fonte protéica e
como promotor na melhora da morbidade da doenca para pacientes com
doenca de Crohn. A aceitacdo do produto quanto ao sabor aumentou ao longo
da suplementacdo por 16 semanas de ingestdao didria provavelmente
decorrentes dos beneficios trazidos pelo consumo continuo do mesmo, como:
melhoria no trato digestivo, com diminuicdo de diarréia e célicas, desta forma
melhorando a sensacao de bem estar percebidos pelos pacientes. Entretanto,
para que um grande numero de pacientes seja encorajado a fazer a
suplementacao continuamente ¢é fundamental a melhoria da qualidade
sensorial do produto, e para que isso ocorra s3o necessarios pesquisas
adicionais que consigam prevenir a formacdo de volateis causadores de off-

flavours ou mascarar aroma/sabores desagradaveis encontrados no mesmo.
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ANEXO 1

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

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

CEP, 10/07/07.
(Grupo I1I)

PARECER CEP: N° 304/2007 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias 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 FUNC:\O DE
LINFOCITOS EM PACIENTES COM DOENCA DE CROHN”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Elizete Ap. Lomazi Costa Pinto.

INSTITUIGAO: Hospital das Clinicas/UNICAMP.

APRESENTACAO AO CEP: 11/05/2007.

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

IT - OBJETIVOS

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

III - SUMARIO

Para determinar o numero 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 serdo pacientes (criangas, adolescentes e adultos de ambos os géneros) com
doengas de Crohn atendidos no ambulatorio de doengas inflamatorias. O desenho do estudo é
prospectivo e exigird intervengfio clinica: os sujeitos receberdo, por oito semanas, a formula
nutricional. Os suplementos deverdo ser ingeridos duas vezes ao dia (sugere-se que a ingestio
ocorra no café da manhi e na ceia). A ingestdo sera avaliada quinzenalmente. Se algum paciente
apresentar intolerdncia, seja gastrointestinal ou alérgica, a suplementagio serda imediatamente
interrompida. A proteina do soro de leite utilizada sera doada pela Hilma Cheese Company. Para
determinacdo do escore clinico (avaliacdo 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 histologico e endoscopico sera calculado
segundo o método de August. Por fim, os dados obtidos serdo 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, descri¢@o da pesquisa, orgamento, bibliografia, Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido, breve curriculum vitae dos pesquisadores e discussio dos
aspectos éticos da pesquisa. Em relagfio a estrutura, portanto, o protocolo atende aos requisitos
da Resolucao 196/96 do Conselho Nacional de Satude.

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
sdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Postal 6111 FAX (0193 3521-7187

SR LR e cn condidfem snicamn 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, apos resposta do parecer.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica 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 Resolu¢des 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 contendo e as conclusdes aqui apresentados sfo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e néo 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 penalizag@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 apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res.
CNS Item [11.1.z), exceto quando perceber risco ou dano néo 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 Item 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 notificagio ao
CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria— ANVISA — junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes 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 II apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las
também a mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.
251/97, Item 1I1.2.e)

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

V1-DATA DA REUNIAO
Homologado na V Reuniéio Ordinaria do CEP/FCM, em 22 de maio de 2007.
ey

Profa. Dra/ Carmeh Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comite de Efiea em Pesquisa - UNICAMP
Rua ‘ieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (B19) 3521-7187
13084-971 Campinas - §P cepeefemaunicamp.br
o
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PACIENTES
ADULTOS COM DOENCA DE CROHN

Eu, ,comidade de ____ anos e HC de n°

,RG ,permito por livre e espontanea vontade a minha participagao
na pesquisa intitulada “Avaliacéio do efeito da suplementaciio com proteinas do soro de leite e
TGF-beta, sobre o estado nutricional e a funcio 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 orientagdo da Profa Dra.
Elizete Ap. Lomazi Costa Pinto e com co-orienta¢io da Profa. Dra. Maria Marluce Dos Santos
Vilela

Esta pesquisa tem o objetivo de, através da suplementacdo 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 doenga de Crohn.

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

a) entrevista com profissional das dreas de nutri¢do e medicina;
b) coleta de 20 ml de sangue para a realizacdo de exames

¢) 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
orientagdes recebidas quanto ao seu uso, tendo a garantia de receber resposta a qualquer pergunta e,
esclarecimento a qualquer diivida acerca dos assuntos relacionados a pesquisa e a suplementacio
alimentar.

Estou ciente que ndo receberei remuneracdo em troca da participacdo, que os dados obtidos
serdo mantidos em sigilo, que posso deixar de participar da pesquisa no momento em que desejar e,
que a desisténcia nao influenciard no atendimento que venho recebendo.

De acordo,

Responsével:
Taciana Davango (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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ANEXO 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 espontinea 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 é
, ha pesquisa intitulada ‘““‘Avaliacdo 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 Doenca de Crohn”, projeto de tese de doutorado da aluna Taciana Davanco,
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 suplementac¢do 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 doenga de Crohn.

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

a) entrevista com profissional das dreas de nutricdo e medicina;
b) coleta de 20 ml de sangue para a realizacdo de exames

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

d) ingest@o do suplemento alimentar que for proposto;

e) fornecimento de informacdes referentes a ingestdo alimentar.

Comprometo-me a oferecer o suplemento alimentar fornecido, bem como, seguir as
orientagdes 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 suplementagdo
alimentar.

Estou ciente que ndo receberei remuneracdo em troca da participacdo, que os dados obtidos
serdo mantidos em sigilo, que posso deixar de participar da pesquisa no momento em que desejar e,
que a desisténcia ndo influenciard 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 3521-7861):
Profa Dra. Maria Marluce dos S. Vilela (telefone 19 3521-8963):

Campinas, de de 2007.

Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas- UNICAMP: 19-3521-8936
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ANEXO 4

EMPRESA BRASILEIRA DE RADIACOES LTDA.
AV. CRUZADA BANDEIRANTE, 290 - COTIA - SP
CNPJ 45.789.724/0002-85
REGISTRO MS 926/81

CLIENTE.......: PROFA.DRA.MARIA MARLUCE DOS SANTOS VILEL
CERTIFICADO N.: 154173 - EMITIDO EM 23/04/2008

PROCESSADO EM : 14/04/2008

MATERIAL PROCESSADO:
QUANT. PRODUTO LOTE

120 KG PROTEINA DE SORO DE LEITE BOVINO EM PO////

DOSE: 10 KGY
MATERTAL REFERENTE SUA NF: 167402 DE 10/04/2008

CERTIFICAMOS QUE O MATERIAL ACIMA DESCRITO ‘FOI ... PROCESSADO
ATRAVES DE RAIOS GAMA E REMETIDO ATRAVES DE NOSSA N.F. 168293.

SISTEMA DE MEDIDA DOSIMETRICA RED PERSPE

O MATERTIAL E' CONSIDERADO PROCESSADO DESDE QUE INVIOLADAS
AS EMBALAGENS. ‘ i h

Y 14 A

DR. DIRCEU M. VIZEU DR. RODOLF URIHUTZLER
Fisico Controle Microbiolégico
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Data:  / /

ANEXO 5

Teste de aceitacao para pacientes com Doenca de Crohn

1 — como foi preparado o produto??

2 — Descreva o que mais gostou e que menos gostou de um modo geral
+ gostei
- gostei

3 — O quanto gostou ou desgostou do sabor do produto?

+ gostei
- gostei
Escala de sabor
Horrivel Muito Ruim  Um pouco Mais ou Um pouco Muito Gtimo

ruim ruim menos bom bom

4- O que mais gostou ou desgostou na textura do produto?
+ gostei
- gostei

Escala de textura

NI = 1= oy B ) oo,
@OEEE®EE

Harrivel Muito Ruim  Umpouco Maisou Um pouco Bom Muito Otimo
ruim ruim menos bom bom

5- O que mais gostou ou desgostou na aroma do produto?
+ gostei
- gostei

Escala de aroma
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€ €
DHEEEEE

Harrivel Muito Ruim  Umpouco Maisou Um pouco Muito Otimo
ruim ruim menos bom bom
ANEXO 6

Aroma:
O que mais gostou ou desgostou na aroma do produto?
+ gostei
gostei

. . . . . . . &

Horrivel Muito Ruim Um pouco  Mais ou Um pouco Muito Otimo
ruim ruim menos bom bom

Marque com um “x”” as notas aromdticas percebidas na amostra

Notas:
Doce( ) Queijo () Metalico ( )
Amargo () Alimento cozido ( ) Grao ()
Leite passado ( ) Vomito () Leite natura ( )
Baunilha ( ) Terra ()
Soja () Leite em p6 ( )
Sabor:
O que mais gostou ou desgostou no sabor do produto?
+ gostei
- gostel
W = &) .2 =2
@OEE®EE®E
Horrivel Muito Ruim Um pouco  Mais ou Um pouco Bom Muito Otimo

ruim ruim menos bom bom
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Marque com um ‘“x” as notas aromdticas percebidas na amostra.

Doce( ) Queijo () Metalico ( )

Amargo () Alimento cozido ( ) Grio ()

Leite passado ( ) Vomito () Leite natura ( )

Baunilha ( ) Terra () Areia ()

Soja () Leite em p6 ( )

Textura:

O que mais gostou ou desgostou na textura do produto?

+ gostei

- gostel

B®E
Horrivel Muito Ruim Um pouco  Mais ou Um pouco Muito Otimo

ruim ruim menos bom bom

Sua percepg¢do quanto a textura:

Adstringéncia:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Qual foi sua impressao Global do produto?

@O®EEH®EEO©W

Horrivel Muito Ruim Um pouco Mais ou Um pouco Muito Otimo
ruim ruim menos bom bom

Agora indique sua intencdo de compra:

() certamente compraria

() provavelmente comparria

() Talvez comprasse / talvez ndo comprasse
( ) Provavelmente ndo compraria

( ) Certamente nao compraria
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ANEXO 7
Registro alimentar de 3 dias

( )2°feira ( )3°feira ( )4°feira ( )5°feira ( )6°feira ( )sab ( )dom

Refeicao/ preparacao

alimentos

Medida caseira

Desjejum

Colacao

Almoco

Lanche da tarde

Jantar

Ceia
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ANEXO 8

QUESTIONARIO QUANTITATIVO DE FREGUENCIA ALIMENT AR

[Datadaentrevista [ /| |
| Home do anirevistador: |
iH‘d&W:

[ Visita:

Mame: Semo( }F ()M
idade slual: AN0S Data de nascimento [ [

1, Voot mudou seus hdbilos allmentares recantemants ou oeia farendo diets pars emagrecer ou por
gualguer outro motive?

(B shm, pars regugic de sal
t1l' Emﬁ-ﬁlw pesa (B sim, para recugEs do colester
n;3l s, por orientacio medica 4] gim,'para panko caposo
] =, para dieta vegelariana pu recduglo do consuimo de O it

CETIRS
2. Vood estd tomando sigo para suplemantas sus diets (viteminas, Minersis & oulros produios)?
{1} nag E&'ﬁn. reguIarmenty 3 i, Mas 85 reguisTnanE

3. Ses Mmmmwmmmnmm:

[__SOPLEMENTO COMPOSIGAD NOEE FREGUENCIA
|
L

4. As questdes seguintes relacionam-gs &g sau hibito siimentar ususl no PERIODO DE UM AND. Pars
mmmwmnm 2 mehor destreva QUANTAS VEIES voch costuma
comer cads lem & & respactiva UNIDADE nEmPﬂ{.upu' pwmpurnﬁuwmmn:l
mgmw-ummlmmumm porehn madia indicacs,
ESCOLHA SOMENTE UM CIRCULD PARA CADA COLUMA.

Muitos grupos de aiimenios incluem exemplos. Eles siio sugesties a vocs pode niio consumir iodos oz
tens Indicados. Se vock ndo coms ou raremente come um determinado item, presncha o circulo da
primeirs coluns (M = nunes come). MAO DEIXE ITEMS EM BERANCTL

GRUPG DE | 5om qus heqiineia vook costuma comer? Miumummmmﬁhwmaﬂn porcEc
ALIMENTOS QUANT A2 YEZES PORGAD
_VOCE COME: rosisanin MEEDIA (M) | ik FORGAD ’ I

Nimero de vezes: | D= por dia Porgao P = menar qus g porcho media
Aimentos @ 1, 23 mic 5 = por semana média da | M = igual & porgSn madia (M)
prepargies {M = munca ou M = por més referéngla | G = maior que a porgio M

fasamanta comsu No | A= por ano E= b maior que s porcao M

ultimeo =na)

110



PORCAO MEDW (M) FEus PORGAD

SOPAS - E MASSAS DUANTAS VEZES VOLDE COME UNIDADE
Eapas {00 logumes, . can M1 23 4 @8 & '8 910 0 B K& 1 concha  oaddia ({1506 PM 3 E
omma. i Oo0OoOQOOoOoODOoOO00 cooo ooao
Saigios fiilps {pagial N1 234587 R86w] 05 MA 1 unkiada_ gande. (B0 P M G E
cognng, [fgEpks. bgknha) coCcoQOoOOD0O00 ocoOoo0 ooOo
Exlgadon- aggados  |gghha, BH1 32345 %0% 78 810 OB HA 2 uridades ou I pgdacos PM G E
baunszwho,  kada) o 0 T e N OCoO0 miging (1405 O 0O 00
Maoarin com moh, N1 -3 43 8 T3 810 0 B ! pralo - mso . (2008 PN G E
SR AT ooCcooOoOOo0Oo0O oocoo oo O
Macagilo. com moho com N1 Z3 45 8 T H &1 O 5 MA | smcumadeln o P MA@ |
GO, lESAntE  Nfoun ODOoOODDOoOOoO0oO00 L 1 padagn  paguona (1105 ooDoo
Pigga, ponoueca Nt 2-3 4 % & F & 810 O 3 MA 2igag pequanas FMGE
oooOoOoOOoDO0oOOoO00 cooo au 2 unidagey (1804 ocooao
Fgienin corida ou s N1 23 4 % & F E 81D a3 MA 2 oofhomo. O SODE O FM G E
oocoOoD0OO00O000 oooOo Thallas pogmnas (T Lo B o B v 4
CARMES  E PEIXES QUANTAS VEZES VOCE COME UNIDAOE PORCAD MEDWA (M) [BLA PORCAD
Cgma <k bgi (b cosda H. 4 2 3 4 8 & 7 W ® 10 a 5 MA | bt meco  ou PM @ E
aenady) mindos, viscoms CoOCoOoOoCoDO00 (o R E pdacos | 9009) & 000
Carra 90 pomo fombo, N1 T 3 4B ET 8 9§10 0.8 MA i lga mada (100gy PWM & E
bisoena) OO0 o000 O S0 O o000
Cam@ meca, oapng o g0l N1 1.3 4 % B8 7 8% 0os M& PR R F L FPW 3 E
naon ooooOoOoDOoQO0 o000 1408 Qoo
Lingaga N1 13 4.5 B:7 % 9 10 D E Ma P gome mide (B0 PN & E
Q0000000000 cooo oooo
Embigdos  prasunio. Ky 2.5 4 BT B9 W0 a0 3 M 2 Maliss . orilaias |:|Eqi- PFPM @ E
mofagdea - sakichil COOO00000G00 o000 oo0 o
Frangn {pomeds, o, N & 2.3 658 o°5F & 8 10 0. B KA | padlaco cu 1 Ha FM 8 E
greihaco, Esmado) ooCO0OoDO0OoO0COoO0 oooo pogeng  [EHID) Qoo
Humtarguer.  ruggals Kit 283 499 &7 R B W | OS5 MA 1 unidage gyédia (E0g) PM G E
ambnsegu DoooDoOo0o0O00 Qooao jalm Naal
Poixe (cozidn, o, MY 5 45 57 B B W O B MA | 6k poqueng Ou B M & E
assadoy o {ifos oo mar CoOOoOOoO000000 oooo0O 1 pesln_paquana | 30HIg) aooo
LEITE EDERI\':&DCIS OUANTAS VEZES VOCE COME UMIDADE PORCAD MEDIA (M) l@un PORCAD
Inke - fpoy N t 2 3 ¢ 5 g 7 g 8 10 O B K& 172 pope . Pl PHM 8 I
i | iningsal | 1 desmajago L s e i W N ] O oo0 HESmi) [aNaNaRe)
|| otk pdacic
logurs - Gpo N 1 23 45 BB 7 kg 8 10 D & MA §imidads poguendg |1803; PM G N
[ 1 naiural [ yoom Hulas o0QoO0O0O00000 cooo o0 o
i mussanida,  prai, W1 2.3 42 B 7 K3 W D B MA T2 fgjles  groseas, |09 PM 8 ¥
pETERJD,  pROMOECNG oo0oQoO0O0OD00oQ0O0 Qoo Q00
Thaiyn  minas, sncala Mt 2.3 48 B 7 & § 10 D 5 MA 1falla mibda !JI:IH_I FM @ E
oo0o0OC00D0D0000 oo00O o000
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SUA PORCAC

A PORGAD

C R
(LR &)

ooy
oo
20

A PORGAD

Lo
L e ]
20

PORCAD MEDIA (M)
1 unidade [50g)

EDHA (M)

PORCAC M

1

3 colheres de sopa (40g)

PORGAD MEDIA (M)

1 prato de sobremess
(38g}

UNIDADE

ag

UNIDADE

320

o0

a0

DS MA
Co0CO

UNIDADE

a0
=0
no
o0

=20
® 0
= 0
= 0
L+
"
= 0
Ll
w0
-0

20
=0
LN+ ]
w0
=0
w0
=0
=0
w0
=0

N1 2345678810
e Moo N+ Mol Watle W N v
EZES VOCE COME

L]

=0

=20
= 0
= 0
=0
w0
w0
=0
=0
w0
-0

LEGUMINOSAS E OVOS GUANTAS VEZES VOCE COME
Owa {cozida, frita)

Fedjfio [carioca, roxn
preto, verde)

ko de bico, sofa

Lentiina, ervilhs,

Feijoads, feijio ropeing
ARROZ E TUBERCULOS | QUANTAS YEZES VOCE COME

cozido com oo & hempehos

Arraz branco ou inlegrsl

Bt frita ou mandiocs
friza

Batala, mandsoca, infames

|pazida ou assada), purd
‘Galeds de MaioNess com
IEgurmes.
CUERCUT, IWaia, tapioca
Tonmaie

VERDURAS E LEGUMES | QUANTAS

Farinha de mandioca, tarofa,

Qurtras verduras cruss
(noeiga, ricule, agrida)
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{caida) {30g]

1 prato de sobhremass

{erua) ou 1 calher de servir

o

N12 3458748510

000000000

Brocolis, couve-fiar, repoltsa




WO
oo
=0
“o

w o
a0
20

._:_Hu
o
50
o

w O
a0
EQ

PORCAD MEDIA (M) |su-n PORGAD

T M {Semdy

| pitada (3,35g)

1 wnidade midia ou
1 fatla granci {160g)

1 tatia mebdia (150}

2 fiwtas [T00mI)

4 unidaces (249}

3 unidades (41g)

UMIDADE

UNIDADE | PORGAO MEDIA (M) |SUA PORGAGI

DS MA
cocoo

5 M A

UNIDADE PORGAC MEDIA (M) Elnpmg.ﬁu

0
no
oo

UNIDADE | PORCAD MEDIA (M) lam PORCAQ)

« 0
=0
m o
o0

QUANTAS VEZES VOCE COME

20
LR
L]
=0
= 0
w0
=0
w0
w0
-0
Q0

2 34 88 TAH QMW

1

CoCcOoOOCOOQODO | 0000
QUANTAS VEZES VOCE COME

20
a0
=0
=0
= O
w0
= O
0
=™ 0
-0
=0

QUANTAS YEZES VOCE COME

50
o0

2 3.4 58 T8

4

Co0OoOQO0Q00

20
& 0
=0
=0
w0
@0
- 0
n0
™0
L &}
=0

MOLHOS E TEMPEROS GQUANTAS VEZES VOCE COME

Sal para lamparo
de salads

Laranja, mexerica, shacaxl

Maga, phra
BEBIDAS

Mamin, meldo, melancis

l

Cabé ou chil sem aglcar
Caté ou chd com aghcar

PAES E BISCOITOS

Biscoito sem recheio

(dote, aalgado)

Biscoito recheado, waifer,
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PAES E BISCOITOS OUANTAS VEZES VOCE COME UMIDADE PORCAD MEDEA (M) FrIJF'u PORCA(
Wanbolga DU Imanganna H 1 2 3 & & & B B0 O B MA 3 ponlas. da fara §153) PM 3 E
passacd | 10 i oQoOoOCoOOoOOoOCoo oooo 0oooo
[ tcomum: | ) fght

Banduchs  |cachomo-HRne M1 23 45 6T H 39 10 0 5 HA I undades  simphs PR & E

rambinguary OO0 0OO0o0000 ocooOo (Fa08; oooo
DOCES ESOBREMESAS | OUANTAS WEZESVOCECOME | UNMIDADE PORCAD MEDIA (M} [~UA PORCAC
Chooolata,  bombam W1 23 4 5 8 T 8 814k DB MA 1 bara paguana (250] PWM O E
brigadens OOOOoOoOo0O000 OO0 00 oo O
fenocolalndo @ pd N1 23 4 E 8 T '8 810 OB MA Zooiheies 0o soDo (253] PM @ E
|atconadn  ao ki) COOOOO0DO0OD oo0QD o000
Eobromasas; . docas, N 1 23 4 5 a6 7T H 8 1 O B M | padaps ou 1 e PH O E
BNy oras CoOoCQOoOO0ODOo00 oQoo Iivicdin [E0g, oo 4

Apccor, mal, Ggia B 1 23 £ &8 7 8 810 O B A 113 cothar . G sapa |6 FM O E

ooDoOocooO0ODOooO0 Qoo D OO oo

rﬂ_unnd-u wood come carne bovina ou sulna, vock costuma comer 8 gordura waiel?

{ 1) nunca eu raramante | 2 ) algumas vezes | 3 ) sempre {8 ) nBo sabe
Quando vood come frango ou peru, woos costuma comer & pela?
{1} nunca ou raramente (2] algumas vezes (3 ) sempre {9 ) néo sabe

D
D

Por favor, Este qualquer putro aiimento ou preparagfio smportanie gque vogl cosluma comer ou bebey pelo menos
UMA VEZ POR SEMANA que néo foram chgdos sme (por exemplo; leitgdescoco, oulros bpoa de cames, receltss

casairas, oreme de lelte, ede condensedn, gelabing & outros doces et ).

ALIMENTO FREQUENCIA POR SEMANA QUANTIDADE CONSUMIDA
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ANEXO 9

Indice de Atividade da doenca de Crohn (adultos)

ADULTOS:
Variavel Fator Multiplicador ~ Subtotal
Média do niimero de evacuagdes liquidas ou pastosas x2
por dia nos ultimos 7 dias.
Dor abdominal, em média nos ultimos 7 dias x5
(0-sem dor, 1- dor leve, 2- dor moderada, 3- dor acentuada)
Sensacdo de bem-estar, média dos dltimos 7 dias x7
(0- bom, 1- um pouco abaixo da média, 3- ruim, 4- muito ruim, 5- terrivel)
Nimero de complicacdes x20
1 - artrite ou artralgia
2 - irite ou uveite
3 - eritema nodoso ou pioderma gangrenoso ou estomatite aftdide
4 - fissura anal ou fistula ou abscesso perirretal
5 — febre acima de 37,8° C
Massa abdominal (0-ndo, 2- questionavel, 5- definida) x10
Hematdcrito (homens: 47 menos Ht; mulheres: 42 menos Ht em %) X6
Percentual acima ou abaixo do peso corporal habitual x1
(1 menos [peso/peso habitual] x 100 (o resultado deve ser
Somado ou diminuido ao restante de acordo com o sinal))

Total do IADC

Fonte: Best WR, Beckel JM, Singleton JW, Gastroenterology, 1979

; 77: 843-46.
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ANEXO 10

REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DA ANALISE DE LIBERAGAO DE
RADICAIS INTERMEDIARIOS DE OXIGENIO PELOS GRANULOCITOS

100 pl de 4 ul de PMA 2 ul de DHR 123
(10ulmi) (10uliml} 3""'— de PBS

»
it
H Py

1 B

sangue

"

Incubagao a Incul)agao a
37°C por 10min 37°C por Smin
Centrifugacdo
por Smin a
2200mm
b c a= branm b=produgio  ©= estimulado
{sangue) basal (sangue (sangue+PMA+ Descarta
+DHR123) DHR123) sobrenadante

350ul de"l'a}:lﬁilavagem 3mL d?ﬁﬂ‘e lise

Centrifugacio

IE- por Smin a
l 1000pm

< <] o <—
T sobrenadante Incubacso 4
U | Ir°c ‘poa'
R Tmin
A

B e

Fonte : Bernardi, Daniela Miotto. Aspectos nutricionais e bioquimicos da fibrose cistica em
pacientes pediatricos: suplementagdo com um concentrado proteico do soro do leite bovino
enrequecido com TGB-B e lactoferrina. Dissertacdo de mestrado. FEA-UNICAMP, 2010.
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