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RESUMO
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A doenga de Crohn (DC) € caracterizada por uma inflamacdo de etiologia ainda
desconhecida. A hipertrofia do tecido adiposo mesentérico reflete a atividade da doenca,
uma vez que o mesmo recobre toda a drea acometida pela doenga. Além disso, os
adipdcitos sintetizam leptina e adiponectina, adipocinas com agdes pro e antiinflamatdrias.
Objetivo: Avaliar as concentragdes séricas de leptina e adiponectina na DC em remissado e
em atividade, como também a expressdo tecidual de adiponectina na DC em atividade.
Casuistica e Método: Dezesseis pacientes com DC ileocecal atendidos no ambulatério de
Doengas Inflamatérias Intestinais da Universidade Estadual de Campinas participaram do
estudo. A andlise de leptina e adiponectina foi realizada por ELISA nos pacientes com DC
em atividade (grupo DCAT), DC em remissdo (grupo DCR) e seis controles saudaveis.
Também dez pacientes com DC ileocecal em atividade (grupo DCG) e oito controles
(grupo CG) com doenga nao inflamatdria participaram do estudo, para avaliacdo da
adiponectina tecidual. As bidpsias foram armazenadas em nitrogénio liquido, e a expressao
de adiponectina foi realizada por imunoblot de extrato protéico total. Resultados: Os niveis
de proteina C reativa foram maiores no grupo DCAT quando comparado aos demais grupos
(p<0,05). Os niveis séricos de adiponectina foram menores no grupo DCAT comparado ao
controle, porém nao houve diferenca entre os grupos DCAT e DCR. A expressdo de
adiponectina no tecido mesenterial foi significantemente menor no grupo DCG quando
comparado ao controle (grupo CG). A leptina sérica foi similar entre os grupos (p>0,05).
Os niveis de colesterol total e pré-albumina foram menores no grupo DCAT (p<0,05),
quando comparados com o controle. O indice de massa corporal e o nivel sérico de
triglicérides foram similares entre os grupos. A % de gordura corporal foi menor no grupo

DCAT em relag@o ao controle, e a avaliagc@o subjetiva global mostrou desnutri¢do no grupo

Xviii



DCAT quando comparado ao DCR. Conclusdo: Baixos niveis de adiponectina sérica e
mesenterial na DCAT sugerem defeito nos mecanismos antiinflamatérios, o que pode ser
responsavel pela manutencdo do processo inflamatorio e hipertrofia da gordura mesenterial
proximo a drea intestinal afetada, mesmo na presenca de baixos niveis de % de gordura

corporal.
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ABSTRACT




Crohn's disease (CD) is characterized by inflammation and an etiology that is still
unknown. Hypertrophy of mesenteric fat is a reflect of disease activity, since this fat covers
the entire length of the affected area. Also, adipocytes synthesize leptin and adiponectin,
adipokines responsible for pro and anti-inflammatory effects. Aim: To evaluate serum
levels of adiponectin and leptin, as well as mesenterial expression of adiponectin in active
CD and those in remission. Casuistic and Methods: Sixteen patients with ileocecal CD
followed at the Outpatient Clinic, Coloproctology Unit of University of Campinas Clinical
Hospital, participated of the study. Analysis of serum adiponectin and leptin by enzyme
linked immunosorbent assay were performed in patients with active CD (DCAT Group),
remission CD (DCR Group) and in six healthy controls. Ten patients with active ileocecal
CD (DCG Group) and eight patients (CG Group) with non-inflammatory disease selected
for surgery were also studied. The specimens were snap-frozen and the expression of
adiponectin was determined by immunoblot of protein extracts. Results: Serum C-reactive
protein levels were higher in DCAT Group when compared to the others (p<0.05). Serum
adiponectin was lower in the DCAT Group when compared to control (p<0.05), but no
differences were seen when comparing the DCAT and DCR Groups. Mesenteric
adiponectin expression was lower in DCG group when compared to CG group (p<0.05).
Serum leptin was similar in all groups (p>0.05). Serum total cholesterol and pre-albumin
were lower in the DCAT group when compared to controls (p<0.05). Body Mass Index
(BMI) and serum triglycerides were similar among the groups. The percentage of body fat
was lower in the DCAT group compared to controls, and the global subjective evaluation
showed malnourishing in the DCAT group when compared to DCR group. Conclusion: The
lower level of serum and mesenteric adiponectin in active CD suggests a defective

regulation of anti-inflammatory pathways, which could be responsible to the maintenance
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of inflammatory process and hypertrophy of the mesenteric fat tissue nearby the affected

intestinal area, even in the presence of low percentage of body fat.
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Introdugdo

1.1 - Consideracoes Gerais

A afec¢do hoje denominada como doenga de Crohn (DC) foi descoberta em 1932
por Burril Bernard Crohn gastroenterologista clinico que marcou a histéria com a
publicacdo da descricdo dos primeiros casos de “ileite terminal” (nome denominado na
época para DC)'. Contudo, existem relatos sobre a doenca desde a Grécia Antiga e
Alexandria quando era equivocadamente confundida com enterocolites decorrente de
doencgas parasitarias. Soranus de Efeso (170 d.C) descreveu em seu livro uma afecgio
similar 2 DC”.

A DC ¢€ caracterizada por uma inflamag¢do transmural que pode acometer qualquer
por¢do do trato gastrointestinal, sendo mais comum o comprometimento do ileo e do cdlon,
com lesdes descontinuas resultando em dor abdominal, diarréia com sangue e/ou mucoS,
desnutricdo e sangramento intestinal*>. A inflamacdo transmural pode ser evidenciada pela
presenca de hiperplasia linféide, edema submucoso e lesdo ulcerada®.

A doenga com localizacdo em ileo terminal atinge 47% dos casos, 28% no célon,
21% na regido ileocoldnica e 3% em trato gastrointestinal superior’. A etiologia da DC
ainda € desconhecida, mas a identificacdo e o diagndstico podem ser realizados mediante
avaliacdo clinica, histolégica e endoscépica®.

A doencga cursa com crises intermitentes, alternadas com fase de remissdo de
duracdo indefinida ou com forma ativa progressiva continua’. Ambas as fases ativa e de
remissdo, podem ser caracterizadas por meio do Indice de Atividade da Doenca de Crohn
(IADC) que avalia perda de peso, massa abdominal, dor abdominal, nimero de evacuagdes,
uso de antidiarréico, sinais/sintomas associados e alteragdo de hematdcrito, classificando a

. .. 9
doenca em: remissao, atividade leve, moderada ou grave” (Anexo 8.1).
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Introdugdo

As manifestacdes extraintestinais acometem 25% dos pacientes com DC como
exemplo sdo as: enteroartropatias, uveites, pioderma gangrenoso, e colangite esclerosante,

comumente encontradas na DC colonica’.

1.1.2 - Aspectos nutricionais na doenca de Crohn

Yamamoto e colaboradores (2009) citam que a desnutricdo proteico-caldrica é
caracterizada por um estado patolégico definido como ingestdo inadequada de proteina e
energia'®. A desnutricio em pacientes com DC estd diretamente relacionada com a
atividade da doenca, extensdo e localizagdo da inflamacgdo, e acometimento do intestino
delgado resultando em maior deficiéncia nutricional quando comparado a doenca
colonica'’,

A diminuicdo da ingestdo dietética pode ocorrer devido a obstrugdo intestinal,
presenca de fistulas, extensa inflamacao intestinal, além de ma absor¢c@o de gordura apds
resseccdo de ileo terminal por deficiéncia de sais biliares'', interacdo droga-nutriente'” e

. 40 12,13,11
aumento do requerimento energetico 3

(Quadro 1). A reducdo da ingestdo dietética é a
principal causa de desnutricdo, conseqiientemente os pacientes reduzem o consumo devido
ao medo de apresentarem dor abdominal ou diarréia'".

A desnutricdo protéico-energética comum na DC, possui uma incidéncia de 25 a
80%'* sendo decorrente de uma resposta inflamatéria sistémica. As citocinas pro-
inflamatorias interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-0) e interferon-gama (IFN-y) sdo as principais estimuladoras da produgdo de
proteinas de fase aguda, uma vez presente no sistema nervoso em niveis elevados, o TNF-a
induz a anorexia, enquanto que nos tecidos periféricos, hd predominio do catabolismo

protéico, e reducio da ingestdo alimentar em 60 a 100% da necessidade energética'*"”.

25



Introdugdo

A anorexia e a desnutricao alteram a composi¢ao corporal do tecido adiposo branco
intra-abdominal, principalmente na DC, comprometendo a expressdo de proteinas
secretadas pelos adipécitos'®.

Segundo Geerling e colaboradores (1998), a dificuldade de avaliacdo nutricional na
DC ¢ decorrente da complexa alteracdo da composi¢do corpdrea individual, resposta de

. . . ~ . - . 17
cada paciente, complexidade da doenga, e de situagdes de estresse e ingestdo alimentar .

- Dieta restritiva, jejum terapéutico

Diminui¢do da ingestao oral - Pela prépria doenga: dor abdominal, diarréia, ndusea e vomito etc
- Alteragdo no paladar: devido a drogas, deficiéncia de vitaminas e
minerais, mediadores pré inflamatérios

- Diarréia
- Hematoquezia
Perdas gastrointestinais - Perda de muco e eletrélito
- Enteropatia perdedora de proteina

- Aumento do gasto energético de repouso
Distirbios metabdlicos - Aumento da oxidagdo de gordura

Aumento no requerimento - Aumento oxidativo do metabolismo basal
- Complicagao infecciosa
nutricional no estado inflamatério - Pds-operatério

- Corticdide e reabsor¢do de célcio

- Corticdide e catabolismo protéico
Interacdo medicamentosa - Metotrexato e folato

- Vitaminas lipossoliveis e colestiramina

- Antimicrobianos e vitamina K

- Anti-secretores e ferro

-Reducdo da superficie de absor¢@o: ressec¢do intestinal, fistulas
entéricas, hipertrofia das vilosidades

Ma absorcao de nutrientes - Alga cega, supercrescimento bacteriano
- M4 absor¢do de sais biliares em ileite ou ressec¢io

Quadro 1. Causas da desnutricio protéico-calérica em Doenga Inflamatéria
Intestinal. Fonte: Garcia-Manzanares et al. (2006) adaptado por Lucendo e De Rezende

(2009).
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Introdugdo

1.1.3 - Tecido Adiposo Mesenterial na DC

Apesar de haver variacdo fenotipica entre os doentes de Crohn, sdo comuns alguns
aspectos macroscopicos, principalmente no que se refere ao espessamento da gordura
mesenterial proxima a drea afetada. A andlise histoldgica revela anormalidades neste tecido
adiposo, incluindo infiltrado de macréfagos e de células T, fibrose e inflamacao
perivascular, além do aumento do nimero de adipdcitos, quatro vezes maior na DC
comparados aos controles, sendo estas células de pequeno tamanho'®.

Constitui caracteristica comum na DC a hipertrofia do tecido adiposo mesentérico
que passa a recobrir parcialmente a circunferéncia intestinal com um envoltério de gordura,
podendo acometer o intestino delgado e grosso®. Leal e colaboradores (2012),
demonstraram que a redu¢do da autofagia no tecido adiposo mesenterial de pacientes com
DC pode ser um fator na manutencdo da resposta inflamatéria'®.

Embora o acimulo de gordura intra-abdominal esteja diretamente envolvido no
desenvolvimento de desordens metabdlicas, como: diabetes mellitus tipo 2 e doenca arterial
coronariana, na DC a presenga de gordura mesentérica hipertrofiada proxima a drea
intestinal acometida pela doenga se faz presente independente do indice de massa corporal
ou da presenca de desordens metabélicas™. Contudo, alteracoes decorrentes da inflamacdo
do tecido adiposo de obesos sdo similares as alteracdes que ocorrem na DC**%. E
discutivel se a hipertrofia do tecido adiposo neste caso pode ser entendida como uma
barreira ao processo inflamatério® ou um fator que o mantém, resultando no aspecto
transmural caracteristico da DC.

O tecido adiposo branco apresenta estruturas metabdlicas que possibilitam a
conexdo com outros tecidos e orgdos distantes. Além de participar do metabolismo

Lo ~ L. . 23
energetico, fungao neuroenddcrina e imune”.
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O tecido adiposo compreende de 20-25% do peso corporal24 e € considerado uma
fonte de moléculas bioativas com acdo local e /ou sistémica, chamada adipocitocinas'®®. O
termo adipocitocina inicialmente introduzido por Funahashi et al.1999 refere que as
proteinas produzidas nos adipécitos sio somente citocinas’®. Atualmente, um grupo
contendo mais de 50 moléculas sdo secretadas nos adipdcitos, desta forma, estas proteinas
que ndo pertencem 2 um grupo especifico, sdo chamadas de adipocinas®’.

Diferentes estruturas celulares compdem este tecido: adipdcitos, pré-adipdcitos,
células endoteliais, fibroblastos, macréfagos e leucéeitos***®. Em individuos normais estas
estruturas sdo capazes de sintetizar vdrias citocinas pré-inflamatérias e antiinflamatorias,
adipocitocinas™, além de poderem expressar Toll-like receptor 4 (TLR4) para o
reconhecimento de antigenos bacterianos locais ou mesmo sistémicos’ ',

Os adipdcitos sdo as células que predominam no tecido adiposo, sendo 95% de seu
volume composto de uma tnica organela central com vactolo preenchido com goticulas de
triglicerideos. Os outros 5% do volume, como citoplasma, ¢ metabolicamente ativo,
produzindo diferentes adipocinas. Adiponectina e leptina sdo exemplos de adipocinas
sintetizadas pelos adipdcitos e objetos do presente estudo, porém outras adipocinas estao

. . . . .. . . . 240
localizadas na matriz do tecido adiposo como: resistina, grelina e visfatina™ 5

1.2 - Revisdo da Literatura
1.2.1 - Adipocinas: adiponectina e leptina

Scherer et al. identificou em 1995 a adiponectina pela codificacio do cDNA de
preadipécito™, caracterizando uma proteina com 244 aminoécidos™* e com peso molecular

de 30-KDa**.
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A adiponectina apresenta trés formas: monomérica, trimérica e oligomérica. A
forma monomérica contém dominio globular e dominio de coldgeno, e nao foi observada
esta forma na corrente sanguinea restringindo-se apenas ao adipdcito. A formacgao basica da
adiponectina ¢ realizada pela forte associagdo de um trimero (jun¢do de trés monOdmeros
pelo dominio globular)® (Figura 1).

Os oligbmeros sao formados por 4-6 trimeros pela jun¢dao do dominio de coldgeno
que sdo estruturas mais complexas e que circulam no plasma. Sem o dominio de coldgeno,
o dominio globular da adiponectina trimeriza, mas ndo se associa com as estruturas
complexas. Estes dominios sdo importantes, pois conferem estabilidade e atividade das

formas multiméricas™ (Figura 1).
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Figura 1. Modelo de formacao dos complexos de adiponectina. Fonte: adaptado de

Chandran et al (2003).

Alguns efeitos sdo conferidos a adiponectina como: aumento da sensibilidade a
insulina, prevencdo da aterosclerose, e de fibrose®°. Este adiporménio possui papel
primordial no metabolismo de lipideo e de glicose em humanos e animais sensiveis a
insulina, ¢ em ambos, os estudos evidenciaram diminuicdo nos niveis de adiponectina
diretamente proporcional a resisténcia 2 insulina®’.

Diferentemente dos outros hormonios do tecido adiposo, seus niveis séricos
diminuem a medida que aumenta a adiposidade e sdo inversamente correlacionados com a
obesidade™°.

A leptina, outra importante adipocina, da raiz grega lepros significa magro™® é um
peptideo com 16-KDa descoberto em 1994 por Zhang e colaboradores por meio da técnica
de clonagem posicional, onde foi observado que um gene do camundongo ob/ob

- . . . e en 39
apresentava uma mutag@o que conferia a estes animais total deficiéncia do gene™" .

9

Esta adipocina com 167 aminodcidos® produzida primariamente no tecido

. 4 < A . A P
adlposo3 , pode ser secretada também no estdmago, misculo, glandula pituitdria e

40,4142
placenta 041,

conferindo funcdo endéerina adicional®.

Os niveis circulantes de leptina dependem da quantidade de depdsito de gordura,
sendo mais abundante no tecido adiposo subcutineo comparado ao visceral®.

A leptina desempenha funcdes fisioldgicas tais como: regulagdo de apetite, gasto
energético, maturacio sexual e fertilidade, hematopoiese e metabolismo 6sseo, mediante

.. . A« 34 A . . L, . ~
atividade hipotalamica™. Este hormoénio transmite para o cérebro a informacdo de

armazenamento de energia periférica, desta forma este hormoénio € capaz de regular a
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atividade neuronal em vérias regides do hipotdlamo, induzindo perda de peso por meio da
inibicdo de apetite e estimulo do gasto energético™.
A leptina possui func¢do de regulagdo do sistema imunoldgico, estimulando o

44.4 e . . . .
T,** e em individuos desnutridos a leptina estaria reduzida

recrutamento de células
ocasionando maior susceptibilidade 2 infec¢do*®. Segundo Barbier e col. (2005), a leptina
aumenta a secre¢do de TNF-a e de IL-6, citocinas pré-inflamatérias envolvidas na
patogénese da DC*. Em um estudo envolvendo modelos experimentais com inflamacio

intestinal induzida por 4cido trinitrobenzeno sulfonico (TNBS), mostrou aumento sérico de

leptina®®.

1.2.2 - Vias celulares envolvidas com adiponectina e leptina

O fator nuclear Kappa-B (NF-kB) consiste de 2 subunidades de proteinas p50 e p65,
quando estimulado conduz ao aumento de genes relacionados com respostas imunoldgicas
e inflamatdrias. O NF-kB estd presente no citoplasma da célula e mantido neste espago pela
cinase inibidora do fator de transcricdo (IkBa) impedindo sua entrada no niicleo da célula®.

O estimulo com leptina em linhagem de células do epitélio intestinal (Caco2-BBE)
foi capaz de ativar o NF-kB, envolvido na transdu¢do de sinal que resulta na transcri¢ao de
diversas citocinas pro-inflamatérias, via reducdo de IkBa. A acd@o da leptina nestas células
resulta em uma agdo pré-inflamatéria conduzindo a inflamagdo para dreas nio inflamadas™

(Figura 2).
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Leptina

Caco2-BBE

T 1.6, TNFa

Figura 2. Reduc¢ao de IkBa com aumento da subunidade p65 via NFkB e liberacao

de citocinas pré-inflamatérias em linhagem de células do epitélio intestinal.

Estudos com adiponectina demonstraram efeitos contrdrios, no primeiro,
camundongos “knockout” de adiponectina mostraram maiores niveis de TNF-a e IL-6 em
cultura de adipdcito e fragdo estromal comparado ao camundongo selvagem. Contudo
camundongos transgénicos que superexpressam adiponectina, as expressdes de TNF-a e 1L-
6 apresentaram menor atividade quando comparado ao camundongo selvagem’. Na
presenga de adiponectina ocorre aumento de IkBa mantendo NFkB retido no citoplasma e

conseqiientemente nao ocorre, no nucleo, a transcricdo de genes que codificam citocinas

pré-inflamatérias (Figura 3).

Adigonectina

Figura 3. Reducio de citocinas pré-inflamatdrias na presenga de adiponectina.
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As proteinas p42 e p44 sao cinases também chamadas pela isoforma de ERKI1 e
ERK?2, capazes de modular a atividade de vdrios substratos como: fatores de transcri¢ao,
proteinas de membrana e outras proteinas cinases’>, em todos os compartimentos da
célula™.

No segundo estudo em célula linhagem de adipdcito (3T3-L1) tratada com IL-6,
mostrou que a expressao do gene de adiponectina estd reduzida via p44/42. Quando 1L-6 se
liga ao seu receptor, se fosforila, e ativa o fator ativador de transcricdo e sinalizador de
transducdo 1 e 3 (STAT 1/3) , bem como proteina tirosina fosfatase (SHP2) que se ligam a
glicoproteina 130 (gp130) e ativa p44/42 cinase resultando na diminuicio da expressdo da
adiponectina. Quando inibida a proteina p44/42, a expressdo da adiponectina retorna aos

niveis anteriores, porém de forma parcial® (Figura 4).

IL-6

GP130

STAT 1/3

SHP 2

3T3-L1

l RNAm Adiponecting

Figura 4. Reduc¢ao da expressao de adiponectina via p44/42.

1.2.3 — Outras Adipocinas na doenca de Crohn
A resistina € um hormdnio com peso molecular de 12,5 KDa, e estd envolvida em

21 . 2z . 1 . .
processos metabdlicos e inflamatorios em estudos com humanos 6, Segundo Karmiris et al.
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(2006) os niveis séricos de resistina em DC sdao maiores do que o controle'®. Em outro
estudo a resistina apresentou niveis elevados no tecido adiposo mesenterial de pacientes
com DC quando comprado com controle (diverticulite ou cAncer de c6lon)™.

Apesar da grelina ser um hormdnio produzido no estdmago, ela também ¢é expressa
no tecido adiposo em pequenas quantidades. Possui a funcdo de modular resposta imune e
processos inflamatérios além de regular a ingestdo alimentar e a homeostase de energia'®.

Os niveis séricos de grelina estio aumentados nos pacientes com DC quando
comparado com o controle, sendo maior em homens do que em mulheres e este aumento foi
maior na DC de ileo quando comparada com DC de célon, apresentando correlagdo com
baixos niveis de leptina quando comparado ao controle'®.

Segundo Peracchi et al. (2006) os niveis de grelina também foram maiores em
pacientes com DC ativa, quando comparados com controle e com DC em remissdo,
observando controle do processo inflamatério. Alguns mediadores inflamatdrios presentes
na DC podem incentivar a liberacdo deste hormodnio em tecidos gastrointestinal ou
extraintestinal, como células do sistema imunol(’)gico55 .

A visfatina é produzida e secretada no tecido adiposo visceral*®, participando na
diferenciacio de linfécitos B levando a producdo de citocinas pré-inflamatérias™®’. No
estudo com pacientes com DC e Retocolite Ulcerativa Inespecifica (RCUI) em atividade a
visfatina estava aumentada quando comparada ao controle’®. Moschen et al. (2007)
demonstraram que os niveis séricos de visfatina estdo aumentados em pacientes com DC e
RCUI, e a expressio de RNAm (4cido ribonucléico mensageiro) tecidual em ambas
doengas também estd aumentada quando comparada ao controle™.

Considerando as fungdes exercidas pela adiponectina e leptina, existem poucos

estudos na literatura avaliando os niveis séricos e teciduais de adipocinas na DC. De
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maneira similar, o perfil nutricional da DC caracterizado pela relagdo paradoxal de uma
desnutri¢dao protéico-energética concomitante a hipertrofia do tecido adiposo mesenterial
tem recebido pouca atencdo. O estudo das adipocinas nesse contexto possibilita o
entendimento de fatores relacionados a fisiopatologia da DC, uma vez que se investiga o

papel do tecido adiposo no processo inflamatdrio transmural presente na alga intestinal.
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Objetivos

2 - Objetivos
Geral
Avaliar a concentragdo de adiponectina e leptina nos pacientes com doenca de
Crohn em remissao e em atividade.
Especificos
v Avaliar os niveis séricos de adiponectina e leptina de pacientes com doenca de

Crohn em remissio e em atividade.

v Avaliar a expressdo da adiponectina no tecido adiposo mesenterial em pacientes

com doenca de Crohn em atividade.

v' Avaliar o estado nutricional de pacientes com doenga de Crohn em remissio e em

atividade.
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Casuistica e Método

3.1 - Casuistica

Dezesseis pacientes com DC ileocecal atendidos no Ambulatério de Doencas
Inflamatérias Intestinais do Servico de Coloproctologia do Hospital de Clinicas —
UNICAMP, foram estudados e coletadas amostras de sangue venoso, sendo oito com DC
em atividade (DCAT) e oito com DC em remissao (DCR). O grupo controle (C) foi
constituido por seis individuos sadios.

Os grupos ndo diferiram com relacdo ao género, e a média de idade foi de 33,6 (16 -
49) anos para os doentes com DCAT, 37,3 (24 - 53) anos para aqueles com DCR e 31,3 (25
- 48) anos para o grupo C (p>0,05). O tempo médio de doenga foi de 84,8 (8 - 192) meses
para o grupo DCAT e de 112,5 (24 - 204) meses para o grupo DCR (p>0,05).

A atividade da doenga foi classificada mediante exames de colonoscopia,
radiografia de trinsito intestinal, anidtomo-patolégico e IADC’. A média do IADC foi de
383,8 (283,7 — 500,8) nos doentes com DC em atividade evidenciando uma atividade
moderada da doencga, enquanto que os portadores de DC em remissdo apresentaram média
de 82 (21,4 — 141,4) (p<0,0001). Com relagdo ao peso corporal ndo houve diferenca entre
os grupos apresentando média de 55,3 (36,8 — 70)Kg os pacientes DCAT, 58,6 (54 -70) Kg
no grupo DCR e o grupo C (p>0,05).

Outro grupo de pacientes com DC ileocecal atendidos no Ambulatério de Doencas
Inflamatérias Intestinais do Servico de Coloproctologia do Hospital de Clinicas —
UNICAMP, foram selecionados constituindo 10 pacientes com DC em atividade que foram
submetidos ao procedimento cirdrgico, sendo realizada coleta de amostra do tecido adiposo
mesenterial proximo ao ileo (grupo DCG). Este grupo apresentava-se com média de idade
de 34,9 (14-60) anos, sendo 50% do género masculino. A presenca da atividade da doenga

foi avaliada mediante realizagdo de colonoscopia antes da cirurgia e IADC maior que 250
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pontos. O grupo controle foi constituido por oito pacientes com indica¢do cirurgica de
retossigmoidectomia por doenga ndo inflamatéria (megacdlon chagasico ou idiopatico),
com {leo distal normal (grupo CG). A média de idade dos individuos do grupo controle foi

de 55,6 (39-70) anos, sendo 62,5% do sexo masculino.

3.1.1 - Fatores de Exclusao
Foram excluidos do estudo, pacientes com outras doengas no trato digestorio,

ostomizados, portadores de DC perineal e pacientes com outras doengas inflamatorias.

3.1.2 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP, registrado sob n° 356/2009 e n° 287/2010 (Anexo 8.2).
Todos os participantes assinaram o termo de consentimento informado (Anexos 8.3, 8.4,

8.5 ¢ 8.6).

3.2 - Método

A andlise dos niveis séricos de adiponectina e leptina dos grupos DCAT, DCR e
controle foram realizadas a partir de amostras de sangue venoso e mensuradas por meio do
método de Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). A expressdo de adiponectina nos
grupos DCG e CG foi realizada a partir das amostras teciduais obtidas durante
procedimento cirdrgico e avaliadas por meio de imunoblot de extrato protéico total. Os
experimentos foram realizados no Laboratério de Gastroenterologia Experimental do

Gastrocentro e no Laboratério de Sinalizacao Celular FCM, UNICAMP.
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Figura 5: Aspecto cirirgico da gordura mesenterial espessada em paciente com

doenca de Crohn.

3.2.1 - Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Expressao de Adiponectina e Leptina séricas

A determinagdo da concentragdo de adiponectina e leptina foi realizada por meio de
um ensaio competitivo para dosagem sérica quantitativa. A amostra de sangue total, obtida
da coleta dos grupos C, DCR e DCAT foi centrifugada por 10 min, para separac¢do do soro.
Cerca de 3mL de soro foram armazenados em microtubo conico, em biofreezer a — 80°C,

até que fossem realizadas as determinagdes das citocinas.

Todo o procedimento foi realizado seguindo as instru¢des do fabricante Phoenix
(CA, USA) para determinag@o de adiponectina e Abcam (Cambridge, USA) para leptina.
Os resultados obtidos foram comparados a uma curva padrdo, utilizando amostra de

concentracio conhecida de adiponectina e leptina.
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Preparacao dos reagentes para dosagem de Adiponectina

Solu¢do Tampido: A solugdo tampdo foi preparada, diluindo-se a solu¢do estoque
20x em dgua destilada. Os cristais formados durante a diluicdo, foram
completamente dissolvidos apds a solucdo ter sido mantida em banho a 37°C por
aproximadamente 30 minutos. Apds a preparacdo, a solucdo foi estocada a 4°C até o
momento de uso.

Biotinilado: O anticorpo biotinilado liofilizado foi reidratado com 100ul de solu¢ao
tampao na dilui¢do de 1:750.

Streptoavidina: A solucdo de streptoavidina foi centrifugada por 5 segundos e
diluida em solucdo tampao na propor¢cdo de 1:2000. Controle Positivo: O frasco
contendo o controle positivo liofilizado foi centrifugado e o contetido reidratado
com 250u1 de solucdo tampao.

TMB (tetrametilbenzidina), HCl (4cido cloridrico) e APS (acetate plate sealer)
foram fornecidos pelo fabricante na forma de solucdes prontas para uso. Todas as

solucdes foram centrifugadas antes do uso.

Figura 6: Reagentes utilizados para detec¢do dos niveis de adiponectina por

ELISA.
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Preparacao do padrao de Adiponectina
¢ O padrao de Adiponectina foi reidratado com ImL de solug¢do tampdo, a fim de se

obter uma solu¢do com concentracao equivalente a 100ng/mL.

Método de Elisa para determinacao de Adiponectina
Inicialmente, a placa onde o ensaio foi realizado foi lavada com 300ul de solugdo
tampdo por 5 minutos. Em seguida, o excesso de solu¢do foi descartado, tomando o
cuidado para nao secar a placa completamente. Em pocos distintos foram adicionados
100ul da solu¢do padriao de adiponectina e 100ul do controle positivo, ambos em
triplicata. No restante dos pocos, foram adicionados 100ul de soro dos diferentes

grupos, diluidos em solu¢do tampao na proporg¢ao de 1:1000.

Figura 7: Aplicacao dos reagentes em placa de 96 pogos.
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A solu¢do de APS foi centrifugado a 300-400 rpm, acrescentado na placa e
incubado por 2 horas a temperatura de 20-23°C. Apds este periodo, o APS foi removido
e a placa foi lavada quatro vezes com 300- 350ul de soluc¢do tampao.

Em seguida, 100ul de anticorpo secundério biotinilado foi adicionado a placa e
incubado por 2 horas. Apds esse periodo, a solucdo foi descartada e a placa foi lavada
quatro vezes com solucdo tampao.

Novamente 100ul de streptoavidina foi adicionada a placa, incubada por 30
minutos, removida apds o periodo de incubacgdo, seguida de lavagem da placa com
solucdo tampdo por quatro vezes.

Ao final do procedimento experimental, 100ul do substrato de cor azul TMB foi
adicionado e a placa incubada no escuro por 30 minutos. Apds incubacdo, 100ul da
solucdo de HCL foi adicionada a placa contendo o TMB, alterando a cor da solucdo
para amarelo. A intensidade de cor foi determinada dentro de 20 minutos por

espectrofotometria a 450nm.

Preparacao do reagente para determinacao de Leptina

¢ Diluente B: O diluente B foi preparado diluindo-se a solu¢do 5x em dgua destilada.

e Solugdo de lavagem: 20 ml de solucdo de lavagem foram diluidas em 380mL de
agua destilada. Os cristais formados foram totalmente dissolvidos a temperatura
ambiente.

e Anticorpo Secunddrio Biotinilado: A solug¢do de anticorpo foi preparada diluindo-se

80x no diluente B (1x).
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e Streptoavidina: A solugdo de streptoavidina foi diluida 8000x em diluente B (1x).

® Solugdo padrdo: A solucdo foi preparada adicionando-se 800ul do diluente A no
item C afim de se obter a concentra¢do de 110ng/mL de padrio. Foi adicionado 2ul
do padrdo de leptina no item C no fraco com 548ul de diluente A e preparado um

estoque de solucdo padrido na concentragao 400pg/mL.
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Figura 8: Reagentes utilizados para detec¢ao dos niveis de leptina por ELISA.

Método Elisa para Leptina

Inicialmente 100ul de soro dos diferentes grupos foram adicionados a placa, em
triplicata, e incubados por 2 horas e 30 minutos sob baixa agitacdo, a temperatura
ambiente. Apds a incubagdo, a solucdo foi descartada, todo o liquido foi removido e a
placa foi lavada quatro vezes com 300ul de solucdo de lavagem.

Em seguida, 100ul de anticorpo secunddrio biotinilado foi adicionado a placa e
incubado por 1 hora. Apds esse periodo, a solucdo foi descartada e a placa foi lavada
quatro vezes com soluc@o tampao.

Novamente 100ul de streptoavidina foi adicionada a placa, incubada por 45
minutos, removida apds o periodo de incubagdo, seguida de lavagem da placa com

solucdo tampao por quatro vezes.
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Ao final do procedimento experimental, 100ul do substrato de cor azul TMB foi
adicionado e a placa incubada no escuro por 30 minutos. Apds incubacdo, 100ul da
solucdo de parada (stop solution) foi adicionada a placa contendo o TMB, alterando a
cor da solugdo para amarelo. A intensidade de cor foi determinada imediatamente por

espectrofotometria a 450nm.

Figura 9: Aspecto da placa com a adi¢do da solucdo de paragem com 4cido

cloridrico (em amarelo), apds ter sido realizada a incubagcdao com TMB (em azul).
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Figura 10: Leitura da placa no espectofotometro.

3.2.2 - Imunoblot
e Reagentes, materiais e equipamentos

Os reagentes e aparelhos para realizagdo de eletroforese em gel de poliacrilamida
com dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE) foram adquiridos da Bio-Rad (Richmond, CA).
Metano hidroximetilamina (TRIS), fenil-metilsufonilfluoreto (PSMF), aprotinina e
ditiotreitol (DTT), Triton X-100, Tween 20, e glicerol foram fornecidos pela Sigma
Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA). A membrana de nitrocelulose (BA85, 0.2um) e a
proteina A Sepharose 6 MB foram obtidas da Amersham (Aylesbury, UK). O anticorpo
especifico anti-adiponectina (ACRP30, sc-17044, goat polyclonal) foi obtido da Santa Cruz
Biotechnology (CA, USA). O marcador de peso molecular utilizado foi o PageRuler'™ da
Fermentas (MD, USA). Os reagentes para a reacdo de quimioluminescéncia foram da

SuperSignal® (Rockford). A albumina 5% utilizada é de origem bovina.

e Os reagentes e solugdes utilizados foram:

1. Tampao de extracdo: utilizado para a extra¢do das proteinas celulares dos tecidos
estudados, contém: Trisma base pH 7,5 (hidroximetil amino metano) 100mM, SDS
(dodecil sulfato de s6dio) 10%, EDTA (Acido etileno-diamino tetracético) 10mM, fluoreto
de so6dio 100mM, pirofosfato de sdédio 10mM, ortovanadato de s6dio 10mM. O
ortovanadato foi colocado no momento de utilizacdo do tampao.

2. Tampao de Laemmli (5X): usado para estocar o material extraido e sua posterior
aplicacdo no gel de poliacrilamida para eletrofororese (SDS-PAGE). Contém: azul de

bromofenol 0,1%, fosfato de sédio 1M pH 7,0, glicerol 50% e SDS 10%.
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3. Solucdo tampao utilizada na eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
Contém: Trisma base 200mM, glicina 1,52M, EDTA 7,18mM e SDS 0,4%. Para uso, a
solugdo € diluida 1:4.

4. Solucdo tampao para transferéncia: empregada para a transferéncia das proteinas
separadas no SDS-PAGE para a membrana de nitrocelulose. Contém: Trisma base 25mM,
glicina 192 mM, Metanol 20% e SDS 0,02% para facilitar a dilui¢do de proteinas de alto
peso molecular. Mantida estocada a 4°C.

5. Solucdo tampao para SDS-PAGE - Gel de resolu¢do (resolving): tampao
composto de EDTA 4mM, SDS 2%, Trisma base 750 mM, com pH ajustado para 8,9 com
acido cloridrico.

6. Solucdo tampdo para SDS-PAGE — Gel da fase de empilhamento (stacking) das
proteinas. Contém: EDTA 4 mM, SDS 2%, Trisma base 50mM, com pH ajustado para 6,7
com 4cido fosférico.

7. Solugdo basal: solugdo bdsica utilizada para o manuseio da membrana de
nitrocelulose apds transferéncia das proteinas. Contém: Cloreto de sédio 150 mM, Trisma
base 10 mM, Tween 20 0,02%.

8. Solucdo bloqueadora: albumina 5% e azida sédica 0,02%, dissolvidos em solugdo
basal ou solucdo com 5% de leite em p6 desnatado e azida sddica 0,02%, dissolvidos em
solucdo basal.

9. Solugdo para anticorpos: solu¢io contendo anticorpos especificos que identificam
as proteinas transferidas para a membrana de nitrocelulose. Contém 3% de leite em po

desnatado e azida sédica 0,02%, diluidos em solugdo basal.

e Imunoblot

48



Casuistica e Método

Fragmentos do tecido adiposo mesenterial coletados durante procedimento cirtrgico
foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a —80°C em freezer para posterior
homogeneizacdo em tampao contendo 1% de Triton X 100, 100mM de Tris (pH 7,4),
100mM de pirofosfato de s6dio, 100mM de fluoreto de s6dio, 10mM de EDTA, 10mM de
vanadato de s6dio, 2mM de PMSF e 0,1mg/ml de aprotinina a 40C, com Polytron PTA 20S
em velocidade maxima por 30 segundos (modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments,
Westbury, NY).

O homogeneizado foi entdo centrifugado a 11.000 rpm por 20 minutos a 4°C. No
sobrenadante foi determinada a concentragio de proteina utilizando o método de Bradford””
e posteriormente preparou-se amostra contendo 50ug de proteina total para ser utilizado nos
experimentos de immunoblot e separacdo por SDS-PAGE. As amostras foram diluidas em
tampdo de Laemmli, contendo 100mmol/L. de DTT. Apéds rapida fervura, foram aplicadas
em gel de poliacrilamida para separacdo por eletroforese (SDS-PAGE). As proteinas
separadas em SDS-PAGE foram transferidas para membranas de nitrocelulose, em aparelho
de transferéncia da BIO-RAD®. As membranas de nitrocelulose foram incubadas
“overnight” com anticorpo especifico (anti-adiponectina) na propor¢ao de 1:100. A ligacdo
do anticorpo a proteinas ndo-especificas foi minimizada pela pré-incubacdo da membrana

de nitrocelulose com tampio de bloqueio (albumina 5%) por 90 minutos®*®".
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Figura 11: Separacdo das proteinas por eletroforese com fonte elétrica a 120 volts.

Ap6s incubagdo com anticorpo primdrio especifico, foi realizada incubagdo com
anticorpo secundario, que possui em sua por¢ao Fc uma peroxidase, que € uma enzima que
se ligard ao reagente da reagdo de quimioluminescéncia que contém luminol, produzindo
luz, que foi captada através do fotodocumentador Syngene® e programa “gene snap versio
7.12 Syngene.® ?

O sinal foi detectado por meio de reacdo de quimioluminescéncia

(SuperSignal®West Pico Chemiluminescent Substrate from Pierce Biothecnology, Inc.

Rockford).A expressdo da proteina estudada foi comparada com a expressao da B-actina.

® Apresentagdo dos dados
Os resultados sdo apresentados em unidades arbitrarias, como comparagdes diretas
das bandas protéicas nas auto-radiografias obtidas pelo fotodocumentador, as quais foram
quantificadas através de densitometria usando o programa “Gel-Pro Analyzer 6.0” (Exon-

Intron Inc., Farrell, MD).
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Figura 12: Andlise das bandas auto-radiografadas pelo programa “Gel-Pro Analyzer 3.1,

por meio de densitometria dptica.

3.2.3 - Avaliacao Antropométrica

Foram obtidos os seguintes parametros: peso atual (PA) em kg, estatura (E) em cm,
prega cutanea triciptal (PCT) em mm, prega cutanea biciptal (PCB) em mm, prega cutinea
sub-escapular (PCSE) em mm e prega cutanea supra-iliaca (PCSI) em mm aferidas com o
plicometro Lange (Cambridge,Maryland). As medidas decorrentes avaliadas foram: indice
de massa corpérea (IMC) em kg/m” e percentual de gordura corporal (%GC). A avaliagdo
subjetiva global (ASG) foi avaliada somente nos pacientes DCAT e DCR.

O IMC foi calculado pela razdo entre o peso (kg) e a altura (m) elevada ao
quadrado. Desta forma o estado nutricional do individuo foi classificado de acordo com o

IMC obtido®.
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IMC (kg/m®) Classificacio
<16 Desnutricao IIT
16,0 a 16,9 Desnutrigéo II
17,0 a 18,49 Desnutrigao I
18,5a 24,9 Eutrofia
25,02 29,9 Sobrepeso
30,0 a 34,9 Obesidade |
35,0 a 39,9 Obesidade II
>40 Obesidade III

Figura 13: Classifica¢do do estado nutricional segundo o IMC. (Fonte: WHO, 1995)

A %GC foi calculada mediante o somatério das pregas cutaneas (PCT, PCB, PCSE,
PCSI) de acordo com o género e a idade do paciente®, para que o estado nutricional

pudesse ser classificado segundo Lohman et al (1992)%.

Classificacao Mulheres Homens
Risco de doencas e desordens associadas a desnutri¢io <8% <5%
Abaixo da média 9a22% 6a14%
Média 23% 15%
Acima da média 24 a31% 16 a 24%
Risco de doencas associadas a obesidade >32% >25%

Figura 14: Classifica¢do da % GC para adultos. (Fonte: Lohman,1992)
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A aplicacdo do formulédrio de ASG foi analisado mediante protocolo desenvolvido
por Detsky et al. (1987)% (Anexo 8.7). O formuldrio avalia: histéria de perda de peso,
sintomas gastrointestinais, capacidade funcional, ingestdo dietética, e sinais fisicos de
desnutri¢do (edema, ascite, perda de gordura subcutanea e massa muscular). Os pacientes
foram classificados em (A) bem nutrido, (B) moderadamente ou em risco de desnutricio e

(C) desnutricao grave.

3.2.4 - Exames laboratoriais de rotina
Os niveis de proteina C reativa (PCR), colesterol total, triglicérides e pré-albumina

séricos foram obtidos como exames de rotina e consultados no prontudrio dos pacientes.

3.2.5 — Analise estatistica

A comparacdo da adiponectina e leptina séricas entre os grupos DCAT, DCR e
controle foi realizada utilizando Anélise de Variancia (ANOVA) e teste de significancia de
Tukey-Kramer. Aplicou-se o teste t de Student para a comparag¢do do IADC entre os grupos
DCAT e DCR. Os resultados foram expressos em media com desvio padrdo, e o nivel de
significancia adotado foi de p<0,05.

Os resultados do imunoblot foram notificados como média com varia¢do do erro
padrdo. Por meio do teste de Kolmogorov Smirnov, verificou-se que os dados obtidos
seguiram a distribuicdo normal ou de Gauss (p>0,1). Desta forma, foi utilizado teste ¢ de
Student para comparagdo de dois grupos (DCG e CG). Nivel de significancia adotado foi
p<0,05.

A comparacdo entre os grupos DCAT, DCR e controle foi realizada utilizando-se

ANOVA e teste de Tukey-Kramer, sendo significativo p<0,05 nos parimetros laboratoriais

53



Casuistica e Método

e antropométricos, com excecao da ASG. A ASG foi aplicada apenas nos DCR e DCAT

portanto foi utilizado teste ¢ de Student com nivel de significancia p<0,05.
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4.1 - Niveis séricos de adiponectina e leptina

O nivel sérico de adiponectina foi menor no grupo DCAT quando comparado com o
grupo C (p<0,05). Entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa quando
comparados os grupos C e DCR (p>0,05). Além disso, o nivel de adiponectina foi similar
entre os DCR e DCAT (p>0,05). O nivel sérico de leptina foi similar nos Grupos C, DCR e

DCAT (p>0,05).

Adiponectina

Média e Desvio Padrao

8500 -
8000 -

7500 -

7000 -

6500 -

Concentragao sérica (ng/ml)

DCR DCAT

Figura 15: Concentracao sérica de Adiponectina (ng/ml). Grupo DCAT - DC em atividade;
Grupo DCR - DC em remissao; Grupo C- Controle. Para todas as condi¢des os grupos

DCR e DCAT n=8, e grupo C n=6. *p<0,05 vs Controle.

56



Resultados

Leptina
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Figura 16: Concentracdo sérica de Leptina (pg/ml). Grupo DCAT- DC em atividade;
Grupo DCR- DC em remissdo; Grupo C - Controle. Para todas as condi¢des os grupos

DCR e DCAT n=8, e o grupo C n=6.

4.2 - Expressao de adiponectina no tecido mesenterial
A expressdo da adiponectina no tecido adiposo mesenterial foi menor no grupo
DCG quando comparado com o grupo CG (p<0,05). A expressdo de B-actina foi utilizada

para padronizar a concentracio de proteina das amostras.
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Adiponectina

Média e Erro Padrao

Unidades Arbitrarias

CG DCG

p=0,006

cc D W S

B-actina“ T— — ——-‘

DCG |

P-actinal s o W S

Figura 17: Andlise representativa de Imunoblot e determinacdo da expressao da proteina de
adiponectina no tecido adiposo do grupo CG (controle de gordura) e DCG (DC gordura).
Para fins de ilustragdo cada banda representa um paciente. Para o grupo DCG, n=10; e o

grupo CG, n=8, *p<0,05 vs CG.

4.3 - Niveis séricos da proteina C reativa
A concentragdo da PCR foi maior no grupo DCAT quando comparado ao grupo
DCR e grupo controle (p<0,0001). O grupo DCR nao apresentou alteracdo dos niveis de

PCR quando comparados com o grupo C (p>0,05).
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Proteina C Reativa
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Figura 18: Concentracdo sérica de PCR (mg/dl). Grupo DCAT- DC em atividade; Grupo
DCR- DC em remissao; Grupo C - Controle. Para todas as condi¢des os grupos DCR e

DCAT n=8, e o grupo C n=6. *p<0,05 vs Controle; #p<0,05 vs DC em remissao.

4.4 - Niveis séricos de colesterol total
A concentragdo sérica de colesterol total mostrou diferenca significativa entre os
grupos DCAT e DCR quando comparados com o grupo C (p<0,05). O mesmo nao ocorre

quando a comparagdo € realizada entre o grupo DCAT e o grupo DCR.
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Colesterol Total
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Figura 19: Concentracdo sérica de Colesterol (mg/dl). Grupo DCAT- DC em atividade;
Grupo DCR- DC em remissdo; Grupo C - Controle. Para todas as condi¢des os grupos

DCR e DCAT n=8, e o grupo C n=6. *p<0,05 vs Controle.

4.5 - Niveis séricos de triglicérides

A concentragdo de triglicérides ndo demonstrou diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos DCAT, DCR e C (p> 0,05).
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Triglicérides
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Figura 20: Concentragdo sérica de Triglicérides (mg/dl). Grupo DCAT- DC em atividade;
Grupo DCR- DC em remissdo; Grupo C - Controle. Para todas as condi¢des os grupos

DCR e DCAT n=8, e o grupo C n=6.

4.6 - Niveis séricos de pré-albumina

A concentragdo de pré-albumina foi menor no grupo DCAT quando comparado com
o grupo C (p<0,05). Além disso, o grupo DCAT quando comparado com o grupo DCR
também apresentou menores niveis da proteina (p<0,01). Os resultados foram similares

entre os grupos C e DCR.
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Pré-albumina
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Figura 21: Concentragdo sérica de pré-albumina (g/dl). Grupo DCAT- DC em atividade;
Grupo DCR- DC em remissdo; Grupo C - Controle. Para todas as condi¢des os grupos

DCR e DCAT n=8, e o grupo C n=6. *p<0,05 vs Controle; #p<0,05 vs DC em remissao.

4.7 - Dados Antropométricos
4.7.1. Indice de massa corporal (IMC)
Os resultados foram similares entre os grupos DCAT, DCR e C (p>0,05)

apresentando variagdes de 19-27; 21-26; 22-36 respectivamente.
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indice de massa corporal
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Figura 22: Medida do Indice de massa corporal (Kg/altura®). Grupo DCAT- DC em

atividade; Grupo DCR- DC em remissdo; Grupo C - Controle. Para todas as condi¢des os

grupos DCR e DCAT n=8, e o grupo C n=6.

4.7.2. % Gordura corporal

O grupo DCAT apresenta menor porcentagem de gordura corporal quando

comparado com o grupo C (p=0.0403). Nao houve diferenca significativa quando

comparado o grupo DCAT com o grupo DCR. Os grupos C e DCR obtiveram resultados

semelhantes.

63



Resultados

Gordura Corporal
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Figura 23: Medida de Gordura corporal (%). Grupo DCAT- DC em atividade; Grupo
DCR- DC em remissiao; Grupo C - Controle. Para todas as condi¢des os grupos DCR e

DCAT n=8, e o grupo C n=6. *p<0,05 vs Controle.

4.7.3. Avaliacao Subjetiva Global (ASG)

O grupo DCAT apresenta maiores indices de desnutricdo tanto moderada (50%)

quanto grave (50%), quando comparado com o grupo DCR.
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Avaliacao Subjetiva Global
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Figura 24: Avaliacdo Subjetiva Global. Grupo DCAT- DC em atividade; Grupo DCR- DC

em remissdo. Para todas as condi¢des os grupos DCR e DCAT n=8. DCR n=8 bem nutrido,

DCAT n=4 moderadamente desnutrido, DCAT n=4 desnutri¢do grave.
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O tecido adiposo além de participar no metabolismo energético, € em processos
imunolégicos é considerado um 6rgdo enddcrino que secreta e expressa as adipocinas,
dentre elas a adiponectina e leptina®. A hipertrofia do tecido adiposo é descrita como sendo
50% da superficie intestinal que € coberta pelo mesentério, sendo uma caracteristica

7
marcante da doenca®’ %,

Um ensaio experimental observou que o tecido adiposo
hipertrofiado apresentava reducdo de triglicerideos, e adipocinas dentre elas leptina e
adiponectina em camundongos com colite induzida por dinitrobenzeno sulfénico (DNBS)®’.

Estudos associando doenga inflamatdria intestinal (DII), adiponectina e controle
sauddvel apresentam resultados controversos. De acordo com Valentini e col. (2009) ha
reducdo da adiponectina sérica em DC e RCUI quando comparados ao controle’®. Em outro
esta reducgdo foi observada apenas para o sexo feminino na DC quando comparado com o
controle®. Em contrapartida, Karmiris e col. (2006) evidenciaram resultados inalterados
entre os trés grupos (DC, RCUI e controle)'®.

A redugdo das concentracdes séricas da adiponectina estd associada a estados
inflamatdrios cronicos e sua liberagdo para a corrente sanguinea a partir do tecido adiposo
depende, dentre outros fatores, da correta conformacdo da proteina no reticulo
endoplasmatico’’.

Segundo Yamamoto e col. (2005), a concentragdo e expressao da adiponectina na
gordura mesenterial de humanos com DC mostram-se aumentada apenas na auséncia de
fistulas, analisando o comportamento da doenca representado apenas por pacientes com
doenga fistulizante e ndo inflamatéria®.

Essa redu¢@o nos nossos achados pode mostrar uma deficiéncia no mecanismo
antiinflamatorio na gordura mesenterial proxima a drea intestinal afetada nas fases mais

avancadas da doenca cronica. Além disso, a gordura mesenterial pode apresentar
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importante papel na manutencao do processo inflamatério intestinal, uma vez que o balanco
alterado entre fatores pré-inflamatérios e antiinflamatérios nos adipdcitos pode levar a
ativacdo de células do sistema imune inato, como as células dendriticas e também do
sistema imune adaptativo.

O papel da adiponectina no tecido adiposo hipertrofiado na DC, ndo estd bem
estabelecido e a maior parte dos estudos foram realizados em modelos animais’. Se por um
lado a expressdo aumentada de adiponectina leva a reducdo da expressdo de citocinas pro-
inflamatérias como TNF-o e ILI-B’', outros estudos experimentais, com animais
“Knockout” para adiponectina apresentaram protecao contra colite induzida quimicamente,
porém, quando administrado adiponectina observa-se retorno do efeito pré-inflamatério’”.

No presente estudo, entretanto, ndo houve diferenca dos niveis de adiponectina
sérica entre o Grupo DCAT e DCR, ou seja, entre os pacientes com DC em atividade e em
remissdo, isto pode ser explicado, pois os pacientes sem atividade clinica e endoscépica da
doenca podem ainda apresentar processo inflamatério na gordura mesenterial ndo detectado
por esses exames complementares.

Por outro lado, exames realizados com ressonincia magnética nuclear
demonstraram avangos na captacdo de imagem intra e extra-luminal no intestino, e
anormalidades morfolégica e funcional, captando dentre outras alteracdes as ocorridas no
mesentério’” avaliando a atividade da doenca’*.

No tecido adiposo mesentérico, a PCR foi analisada estando sua concentragdo
aumentada em pacientes com DC quando comparados com RCUI e controle, apresentando
correlagdo com a concentragdo sérica e a densidade do tecido adiposo mesentérico na DC*,
De acordo com Peyrin-Biroulet et al. (2012) o tecido adiposo mesenterial € uma importante

fonte de PCR, uma vez que sua producgdo estd aumentada 140 vezes quando comparada
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com o tecido adiposo subcutaneo na DC. O mesmo nao ocorre no intestino (ileo/célon) em
niveis significativos’”.

Segundo Chen et al. (2006) as concentragdes fisiologicas de leptina promovem a
expressao hepdtica de PCR em humanos. Em paralelo, a PCR foi capaz de inibir as funcdes
da leptina, indicando um potente regulador da mesma’®.

No estudo de Valentini e col. (2009), que compara DC, RCUI e controle saudavel, a
concentracdo sérica de leptina ndo diferiu entre os pacientes com DC e controles sauddveis,
ao passo que nos doentes com RCUI houve aumento nos niveis séricos de leptina quando
em atividade da doenga’®.

Karmiris e col. (2006) observaram que a leptina sérica ndo apresentou diferenca
estatistica quando se comparou DC com o controle saudavel'®, confirmando os achados do
presente estudo.

No que se referem a leptina, os resultados do presente estudo nido evidenciaram
diferenca dos niveis séricos entre os diferentes grupos avaliados, mostrando que este
adipormonio pode ndo estar envolvido ou ndo possui papel preponderante na etiopatogenia
da DC.

Segundo Waitzberg, Correia (2003) ndo existe um instrumento padrdo-ouro de
avaliacdo nutricional de doengas cronicas’’. O IMC ¢ a ferramenta mais utilizada devido a
simplicidade na aferi¢do das medidas antropométricas, porém ndo faz distincio de massa
magra e gordura. Muitos estudos comparando o IMC de pacientes com DC e controle
sauddvel, demonstram diferentes resultados, em que alguns revelam estar diminuido o

78,79.80.81 ~ . Lo Lo 828384
IMC e outros que o IMC ndo tem diferenca significativa

. No presente estudo
nao houve diferencga entre os grupos, no entanto em dados ndo apresentados houve aumento

na porcentagem de perda de peso, e 0s pacientes estavam em uso regular de corticéide.
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Apesar do estado nutricional eutréfico dos pacientes com DCAT, os achados de pré-
albumina demonstram estado de desnutri¢dao, porém segundo Clemmons et al. (1985) com
suporte nutricional adequado os niveis desta proteina tendem a aumentar em torno de
10mg/L*. Baixos niveis de albumina sérica na DC sdo analisados mediante alteragdes
decorrentes da atividade da doenca como: febre, baixo consumo de proteina, perda
intestinal, do que do estado nutricional, sendo o ideal nesse caso exames de pré—albumina“.

A ASG ¢ capaz de identificar desnutri¢io®®, o presente estudo mostrou desnutri¢io
moderada (50%) e grave (50%) em pacientes DCAT com relagdo ao DCR que
apresentaram adequada nutri¢do, confirmando as alteracdes de pré-albumina, colesterol,
diminui¢do de gordura corporal'!, visto que estes pacientes se encontram em intensa
atividade da doenca evidenciada pelo aumento nos niveis de PCR.

Desreumaux et al. (1999) quantificou a gordura intra-abdominal na DC por meio do
exame de ressonancia magnética com relagdo a gordura corporal total, e demonstrou que
apesar do aumento intra-abdominal, esta nao reflete um aumento de gordura corporal

total®’

, que corrobora com nossos achados de menor de %CG na DCAT. Estudos
correlacionam uma menor % de gordura corporal em pacientes com DC e RCUI quando
comparados com controle sauddvel®*’.

Geerling et al.(1999) relata em seu estudo que pacientes com DC de diagndstico de
longo periodo, apresenta alteracio do metabolismo de dcidos graxos e conseqiiente
mudanca de fosfolipideos na corrente sanguinea comparado com DC de diagndstico recente
em fase de remissdo da doenca”. Além disso, Hrabovsky e col (2009) observaram alteragiio

no processo de sintese e absor¢do de colesterol em pacientes com DC em atividade,

~ o ~ .91
mostrando redu¢@o nos niveis de colesterol total e fragdes™ .
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Discussdo

No estudo Ueda e col (2008), observaram que o colesterol sérico de pacientes com
DC em atividade apresentaram menores niveis quando comparado com RCUI e controle’.
Durante o periodo de inflamagdo intensa ocorre um prejuizo do metabolismo de
lipoproteinas e culminando em alteracdo dos niveis de lipideos e lipoproteinas nos
pacientes’.

Verificou-se que o nivel de colesterol mostra-se diminuido tanto na DCAT quanto
na DCR comparados ao controle no presente estudo, provavelmente pela manifestacdo
subclinica da doenca mesmo apds ressecgao intestinal, mantendo baixos niveis também de
LDL. Em contrapartida, um estudo mostrou que ocorre melhora dos niveis de HDL apds
ressec¢do intestinal®.

Desta forma, evidenciou-se na DC em atividade desnutricio protéico-caldrica,
mostrada pela diminuicdo da pré-albumina e da porcentagem do gordura corporal,
mostrando a importancia do monitoramento desses aspectos no acompanhamento de uma
doenca cronica, mesmo que o IMC esteja dentro do padrdo de normalidade. Além disso, o
estudo dos niveis de adiponectina no tecido mesenterial acometido pela DC e da
integridade dos mecanismos secretdrios desse adipormdnio, por meio da dosagem sérica,
mostram-se relevantes, apresentando importante papel no processo inflamatério.

A presenga do aumento caracteristico da gordura mesenterial na DC, a capacidade
secretoria de moléculas ativas pelos adipdcitos, e a associa¢do entre essas mudangas no
tecido conectivo e a inflamacdo transmural, oferece bases para que o tecido adiposo
mesenterial tenha um papel na fisiopatologia da doenga. O tecido adiposo mesenterial pode
ser um fator importante na manuten¢do da inflamacdo tanto localmente no tecido adiposo

como na alga intestinal envolvida pela doenga.
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6- CONCLUSAO
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Conclusdo

Baixos niveis de adiponectina sugerem uma deficiéncia nos mecanismos
antiinflamatérios na gordura mesenterial durante as fases tardias da doenga cronica
contribuindo para perpetuar um estado inflamatério cronico.

Tendo em vista o perfil de desnutricdo protéico-energética e reduzida % de gordura
corporal, o aumento do tecido adiposo mesenterial associado a inflamacdo pode ter sido o
responsdvel pela reducdo da adiponectina sérica e tecidual observado na DCAT.

Estudos das adipocinas, bem como os mecanismos envolvidos na redugdo e/ou
aumento destas, podem auxiliar no entendimento do papel deste 6rgdo enddcrino na
inflamagdo visando a descoberta de novos alvos terapéuticos e identificagdo de marcadores

séricos da atividade da doencga.
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8.1 - Indice de Atividade da doenca de Crohn

Indice de Atividade da Doenca de Crohn

Variavel

Valores
obtidos

Fator
Multiplicador

Subtotal

Média do numero de
evacuagbes liquidas ou
pastosas por dia nos
ultimos 7 dias

X2

Dor abdominal, em média
nos ultimos 7 dias(0-
ausente,1-dor leve,2-dor
moderada,3-dor intensa)

X5

Sensacdo de bem-estar,
média dos ultimos 7 dias
(0-6timo, 1-bom,2-
regular,3-ruim,4-péssimo)

X7

Numero de complicagdes
1-  Artrite ou
Artralgia

2- lIrite ou Uveite

3- Eritema nodoso
ou pioderma
gangrenoso ou
estomatite
aftéide

4- Fissura anal ou
fistula ou
abcesso anal

5- OQutras fistulas

6- Febre

X20

Uso de antidiarréicos
0-ndo, 1- sim

X 30

Massa abdominal
(0-ausente,1-duvidosa,5-
definida)

X10

Hematécrito
Homem(47-Ht)
Mulher(42-Ht)

X6

Peso percentual abaixo
ou acima do peso
corporal habitual

X1

Total IADC

Valores de Referéncia:
Remissao = 150

Leve 150-250
Moderado 250-350
Grave > 350
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Anexos

8.2 - Aprovacdes pelo Comité de Etica

/

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

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

CEP, 27/04/10
(Grupo I11I)

PARECER CEP: N° 287/2010 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0216.0.146.000-10

I - IDENTIFICACAO:

PROJETOQ: “NiVEIS SERICOS DE ADIPONECTINA EM PACIENTES COM DOENCA
DE CROHN-CORRELACAO COM O PERFIL NUTRICIONAL”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Viviane Soares Rodrigues

INSTITUICAO: Hospital das Clinicas/UNICAMP

APRESENTAGCAO AO CEP: 12/04/2010

APRESENTAR RELATORIO EM: 27/04/11 (O formulério encontra-se no sife acima)

II - OBJETIVOS

Avaliar o nivel plasmatico de adiponectina em pacientes portadores de doenga de Crohn.

111 - SUMARIO

Trata-se de um estudo onde ser4 realizada uma avaliac@o nutricional clinica (questiondrio
alimentar e exame fisico) e coletada uma amostra de sangue para se comparar os valores da
adiponectia em paciente com doenga de Crohn ativa ¢ em remissido em voluntdrios sauddveis (15
individuos cada grupo), com duragdo de aproximadamente 2 anos.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Trata-se de projeto visando a dissertagdo da uma nutricionista ligada ao Servigo de
Coloproctologia do Gastrocentro. O projeto ndo expde os sujeitos da pesquisa a nenhum risco e
pode trazer informagdes tteis no manejo nutricional dos mesmos. O Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido estd adequado. Os pesquisadores irdo submeter o projeto ao orgdo de
fomento para suprir o material de laboratorio necessdrio para a realizacio das anlises
laboratoriais.

V - PARECER DO CEP

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

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

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas -~ SP cep@fem.unicamp.br
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Anexos

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

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

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 penalizagiio alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.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 andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Ttem 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 notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria — 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 IT apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também a mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.e)

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

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na IV Reunido Ordindria do CEP/FCM, em 27 de abril de 2010.
2=
DAL

Prof. Dr. Carﬁ)§ Eduardo Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comitt de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessidlia Vicira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
e
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Anexos

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

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

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

ApoGs respostas s pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo
com a Resolugdio CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

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 Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem restrigdes o
Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido,
assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

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

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

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

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apés andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou
(Res. CNS Item I11.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS 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
notificagdio ao CEP e a4 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria — ANVISA — junto com seu
posicionamento.

Eventuais modificagSes 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 8 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve
envid-las também 4 mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao
protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

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

VII- DATA DA REUNIAO
Homologado na V Reunifio Ordinaria do CEP/FCM, em 26 de maio de 2009.

&
Profa. Dﬁ./c{{fr ten Stlvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE, DE ETICA EM PESQUISA

FCM/UNICAMP
Comité de tica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
-
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Anexos

8.3 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Pacientes grupos DCAT e DCR

PESQUISADORES RESPONSAVEIS:
Orientador: Raquel Franco Leal Telefone: (19)35218550
Nutricionista: Viviane Soares Rodrigues Telefone: (19) 8162-9161
Vocé estd sendo convidado/a a participar de um trabalho de pesquisa cujo tema é:” Niveis
Séricos de Adiponectina em Pacientes com Doenca de Crohn- Correlagio com o Perfil
Nutricional” que serd desenvolvido no Ambulatério de Doencas Inflamatdrias Intestinais
pelo Departamento de Coloproctologia da Faculdade de Ciéncias Médicas no Hospital de
Clinicas Unicamp da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), cujos detalhes
seguem abaixo:
JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

Tendo em vista a possivel relacdo entre a desnutri¢cdo e os niveis de adiponectina
sérica em fase aguda ou de remissdo de pacientes com doenca de Crohn, torna-se
imperativo avaliar o estado nutricional desses pacientes, uma vez que se faz presente a
perda ponderal além da inapeténcia. O perfil nutricional auxilia ndo somente na descri¢ao
da populagdo atendida no Ambulatério de Doengas Inflamatérias Intestinais do Hospital de
Clinicas - Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), mas também na melhor
assisténcia ao paciente por meio de implementacio precoce de terapia nutricional adequada.

PROCEDIMENTOS A QUE VOCE SERA SUBMETIDO/A
1. Nesta pesquisa voc€ serd analisado/a em relagdo ao estado nutricional no momento da
consulta, em que serd aplicado o recordatdrio alimentar habitual, bem como a aferi¢do do
peso e altura (peso aferido em balanga e altura aferida através de um estadidmetro),
circunferéncia do brago, circunferéncia do punho (aferidos através de fita métrica),
avaliacdo de pregas cutaneas (triciptal,biceps,sub escapular e supra iliaca) utilizando o
adipometro.
2. O procedimento acima nao resultard em qualquer dano a sua saude, tampouco afetard o
curso ou evolugdo do tratamento em andamento.
3. O procedimento de puncdo venosa para coleta de sangue que serd utilizado nas anélises
laboratoriais sdo procedimentos de rotina de baixo risco e como complicagdo, hematomas

no local de pungdo sdo raros.
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OUTRAS INFORMACOES

I- Voce tem a garantia de receber qualquer informacdo adicional ou esclarecimentos
que julgar necessdrios, a qualquer tempo do estudo;

2- A suarecusa em participar do estudo ndo lhe trard qualquer prejuizo no tratamento;

3- Vocé estard livre para deixar o estudo a qualquer momento, mesmo que tenha
consentido em participar do mesmo inicialmente;

4- As informacdes obtidas pelo estudo serdo estritamente confidenciais, estando
garantidos o seu anonimato e privacidade na exposi¢do e/ou publicacdo dos
mesmos;

5- Niao haverd compensagdes financeiras, nem também qualquer tipo de custo
adicional para vocé, sendo sua participacdo neste estudo absolutamente livre e
voluntaria;

6- Sua participacdo no estudo estard encerrada apds a primeira avaliagdo. Serd
contactado(a) pelos responsdveis pela pesquisa caso seja necessario coleta de
sangue ou obtencdo de informagdes, quando serd orientado(a) sobre os motivos para
0 novo procedimento.

7- A pesquisadora o (a) manterd informado (a) em relagdo ao progresso da pesquisa,
caso julgue a informacao relevante;

8- Caso surja alguma intercorréncia apds a coleta de sangue, vocé deverd procurar o
servico de Pronto-Socorro do Hospital de Clinicas da UNICAMP e solicitar que o
mesmo entre em contato com os profissionais responsdveis pelo ensaio clinico (vide
telefones abaixo).

9- Poderd contactar a Secretaria da Comissdo de Etica (fone 3521-8936) para
apresentar recursos ou reclamacgdes relacionadas ao processo de coleta dos dados.
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 - Caixa Postal 6111 13083-887 Campinas —
SP Fone (019) 3521 8936 Fax (019) 3521 7187 e-mail: cep @fcm.unicamp.br;

10- Obteve as informacdes necessarias para poder decidir conscientemente sobre a

participagdo no referido estudo.

Nome do paciente: RG/telefone de contato:
Endereco: Assinatura
Data: / / Responsavel pela pesquisa: Viviane Soares Rodrigues
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Anexos

8.4 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo Controle (niveis séricos de

adipocinas)

Eu (nome do paciente), RG: , estou ciente de

estar participando da pesquisa cientifica, que tem por objetivo avaliar a correlagdo entre a
concentracdo plasmdtica de adiponectina e o perfil nutricional em pacientes com DC em
fase aguda e/ou de remissdo. Fui informado(a) de que minha participagdo neste trabalho
nao mudard o meu tratamento neste hospital, que serd 0 mesmo independentemente de eu
estar ou ndo colaborando para este trabalho, e que minha identidade nao serd divulgada.

Autorizo e concordo, ser submetido a andlise em relagdo ao estado nutricional no
momento da consulta, em que serd aplicado o recordatério alimentar habitual, bem como a
afericdo do peso e altura (peso aferido em balanca e altura aferida através de um
estadiometro), circunferéncia do braco, circunferéncia do punho (aferidos através de fita
métrica), avaliacdo de pregas cutaneas (triciptal,biceps,sub escapular e supra iliaca)
utilizando o adipdmetro, para posterior andlise comparativa.

Fui informado(a) que procedimento acima nao resultard em qualquer dano a sua
saude, tampouco afetard o curso ou evolucdo do tratamento em andamento.

Fui esclarecido que o procedimento de pun¢do venosa para coleta de sangue que
serd utilizado nas andlises laboratoriais sdo procedimentos de rotina de baixo risco € como
complicag@o, hematomas no local de pung¢ao sdo raros.

Prontifico-me a fornecer informacdes clinicas sobre meu estado geral caso seja
necessario.

Campinas, de de20 .

Paciente Viviane Soares Rodrigues
Nutricionista Pesq. Responsavel
Telefone para contato com pesquisador: 3521-8550 (ambulatério de coloproctologia).

Telefone do Comité de Etica e Pesquisa local: 3521-8936.
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8.5 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Pacientes grupo DCG

Eu (nome do paciente), HC: , estou ciente de estar
participando da pesquisa cientifica, que tem por objetivo estudar a inflamag¢ao do intestino,
causada pela doenca de Crohn, por meio da andlise da pecga cirtrgica jd previamente
armazenada, na ocasido de meu tratamento. Fui informado(a) de que minha participacio
neste trabalho ndo mudard o meu tratamento neste hospital, que serd o mesmo
independentemente de eu estar ou ndo colaborando para este trabalho, e que minha
identidade ndo sera divulgada.

Autorizo e concordo que sejam realizados exames andtomo-patolégico e de biologia
molecular adicionais em fragmentos da peca cirtdrgica armazenados na rotina por ocasido
de minha cirurgia, e enviados para este estudo.

Autorizo a coleta de sangue por meio de punc¢do no bragco (membro superior) para
complementacdo do estudo.

Prontifico-me a fornecer informacdes clinicas sobre meu estado geral e sobre meu

acompanhamento pds-operatdrio, caso seja necessario.

Campinas, de de20 .

Paciente Raquel Franco Leal
Médico pesquisador responsavel

Telefone para contato com pesquisador: 35217615 (ambulatério proctologia).

Telefone do Comité de Etica em Pesquisa local: 35218936.
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8.6 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - Grupo Controle (tecido

mesenterial)

Eu (nome do paciente), HC: , estou ciente de estar

participando da pesquisa cientifica, que tem por objetivo estudar a inflamag¢ao do intestino,
causada pela doen¢a de Crohn. Fui informado(a) de que minha participacdo neste trabalho
nao mudard o meu tratamento neste hospital, que serd o mesmo independentemente de eu
estar ou nao colaborando para este trabalho, e que minha identidade ndo serd divulgada.

Participarei como grupo controle, autorizando e concordando que sejam realizadas
bidpsias do tecido gorduroso abdominal durante o procedimento cirirgico eletivo a que
serei submetido por conta do megacélon. Estas bidpsias serdo enviadas para exames
andtomo-patoldgico e de biologia molecular a fim de comparagdo como grupo controle
normal. Esta bidpsia ndo afetard o procedimento cirtrgico de correcdo do megacdlon.

Autorizo a coleta de sangue por meio de punc¢do no bragco (membro superior) para
complementagdo do estudo, caso seja necessaria.

Prontifico-me a fornecer informacdes clinicas sobre meu estado geral e sobre meu

acompanhamento pds-operatdrio, caso seja necessario.

Campinas, de de20 .

Paciente Raquel Franco Leal
Médico pesquisador responsavel

Telefone para contato com pesquisador: 35217615 (ambulatério proctologia).

Telefone do Comité de Etica em Pesquisa local: 35218936.
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8.7 — Avaliacao Subjetiva Global

A Histna

1. Alteracdo no peso

Perda total nos Oitimos & meses: total Ko Yoperda:

Alteracdo nas diimas duas semanas: aumento sem dteracio diminuicio

2. Alteracdo naingestio alimentar

sem alteracdo

alterada__~ duracio= 5Eemanas
tipo: digta solida subotma dieta liguida completa liguidos
hipo caldricos inanic&o

3. Sintomas Gastrintestinais (que persistam por = 2 semanas)
___nenhum ____nauwsea ___ vomitos ____ diaméia _____ anoreda
4, Capacidade funcional

__ sem disfuncio(capacidad e completa)

disfuncio duracio= S EMmanas
tipo: frabalho sub-atima ambulatorio acamada

& Doenca esua relacio com necessidades nutricionais

Diagnastico primario

Demanda metabalicalstress): SEM stress baixo stress siress
moderado_ stress eevado

B. Exame fisico(para cada categoria,especificar:0 = normal, 1+ = leve,2+= moderada, 3+=
grave)

perda de gordura subcutdn ealtriceps torax)
perda musculanquadriceps, detbide)
edema tomozelo
edema sacral
ascite

C. Awvaliacdo subjetiva global(selecione uma)
A= bem nutrido

B = moderadamente(ou suspeita de serjdesnufrido
C = gravemente desnutrido
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