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RESUMO

Introducdo: A prevaléncia de sibilancia recorrente no lactente tem aumentado em varios
paises, e esse resultado ndo pode ser unicamente explicado por fatores hereditarios, pois
fatores ambientais tém tido papel importante, influenciando o sistema imunologico em fase
inicial da vida. Desequilibrios no balango Th1/Th2 e Treg, por fatores externos que alteram a
microbiota intestinal, favorecem respostas imunes deficientes ou até exacerbadas frente as
varias agressOes diérias. Através da acdo imunoestimulatoria in vitro dos probidticos, estudos
comecam a direcionar sua aplicacdo e avaliar os possiveis beneficios que essas bactérias
podem promover. Atualmente, vem sendo realizados estudos com o uso de probidticos na
prevencao e tratamento das infec¢fes respiratdrias, assim como na asma em criangas maiores,
mas estudos para avaliar o comportamento dos probidticos em lactentes sibilantes sdo
necessarios. Objetivos: Identificar ensaios clinicos randomizados que tiveram como
intervencgdo o uso de probidticos no tratamento das infecgdes respiratorias na infancia; avaliar
a ocorréncia de sibilancia ap6s uso de probiéticos como adjuvante no tratamento do lactente
sibilante e a expressdo das citocinas IL-10, IL-12 e INF-y in vitro. Métodos: Para o primeiro
objetivo especifico realizamos uma revisdo sistematica com ensaios clinicos randomizados
que foram identificados em quatro bases de dados eletronicas, avaliando o uso de probidticos
na reducdo dos sintomas, na reducdo da duracdo da doenca e reducdo de novos episédios de
infeccBes respiratdrias superior e inferior em criancas. Para o segundo objetivo especifico,
realizamos um ensaio clinico randomizado, duplo-cego, paralelo, placebo-controlado em 60
lactentes sibilantes recorrentes, de seis a 24 meses de idade, no periodo de Abril de 2014 a
Abril de 2015. Os lactentes foram randomizados para receberem diariamente uma mistura de
probidticos ou placebo, adicionados ao tratamento convencional com esteroide inalatorio
durante oito semanas. Realizaram exames antes e apds intervencdo e foram acompanhados
por mais oito semanas de seguimento. Resultados: Na revisao sistematica foram analisados
11 ensaios clinicos randomizados que apresentaram grande heterogeneidade em relacdo as
cepas dos probioticos utilizadas, a forma de administracdo e ao tempo de intervencéo.
Reducdo de novos episodios de infeccao respiratoria foi o desfecho mais identificado em seis
ensaios clinicos. No estudo experimental, 0 uso da mistura de probidticos foi mais propenso
em reduzir a ocorréncia de sibilancia durante o periodo de intervencdo e seguimento em
comparacdo ao grupo placebo, entretanto ndo houve diferenca significativa entre os dois grupos.
Houve aumento com significancia estatistica da citocina IL-10 (P = 0,029) ao estimulo in
vitro com Phitohemaglutinina A e da IL-12 aos estimulos com Dermatophagoides
pteronyssinus (P = 0,040) e Probidticos (P = 0,032) no grupo que usou probidticos em
comparagdo ao grupo placebo. Conclusdo: Reducdo de novos episodios de infeccdo
respiratoria foi o desfecho positivo encontrado com o uso de probidticos nos ensaios clinicos
randomizados da revisdo sistematica. Probioticos exercem um efeito imunoestimulatorio com
maior expressao in vitro das citocinas IL-10 e IL-12, mas ndo houve beneficio clinico entre os
grupos que receberam a mistura de probidticos em comparacdo ao placebo.

Palavras-chave: Sibilancia. Probioticos. Interleucina-10. Interleucina-12. Interferon-
gama.



ABSTRACT

Introduction: The prevalence of recurrent wheezing in infants has increased in several
countries, and this result can not be solely explained by hereditary factors as environmental
factors have played an important role in influencing the immune system in early life.
Imbalances in the Th1l / Th2 and Treg by external factors that alter the intestinal microbiota,
favoring immune responses disabled or even exacerbated front of several daily aggressions.
Through in vitro immunostimulatory action of probiotics, studies are beginning to direct their
application and evaluate the possible benefits that these bacteria can promote. Currently,
studies have been conducted with the use of probiotics in the prevention and treatment of
respiratory infections, and asthma in older children, but studies to assess the behavior of
probiotics in wheezing infants are needed. Objectives: To identify randomized controlled
trials that had the intervention the use of probiotics in the treatment of respiratory infections in
childhood; to evaluate the occurrence of wheezing after the use of probiotics as an adjunct in
the treatment of wheezy infant and expression of IL-10, IL-12 and IFN-y in vitro.
Methodology: For the first specific goal we conducted a systematic review and randomized
clinical trials that have been identified in four electronic databases, evaluating the use of
probiotics in reducing symptoms, reducing disease duration and reduced new episodes of
upper respiratory infections and lower in children. For the second specific goal, we conducted
a randomized, double-blind, parallel, placebo-controlled study in 60 recurrent wheezing
infants six to 24 months, from April 2014 to April 2015. Infants were randomized to receive a
daily mixture of probiotic or placebo added to conventional treatment with inhaled steroid for
eight weeks. Tests performed before and after intervention and were followed by eight weeks
of follow-up. Results: The systematic review analyzed 11 randomized clinical trials that
showed diverse with respect to strains of probiotics used, the form of administration and the
intervention time. Reduction of new episodes of respiratory infection was the most frequent
outcome in six clinical trials. In the experimental study, the use of the mixture of probiotics
was more likely to reduce the occurrence of wheezing during the intervention and follow-up
compared to the placebo group, however there was no significant difference between the two
groups. There was increased with a statistical significance of IL-10 cytokine (P = 0.029) in
vitro stimulation with Phitohemaglutinina A and IL-12 to the stimuli to house dust mite (P =
0.040) and Probiotics (P = 0.032) in the group using probiotics in compared to the placebo
group. Conclusion: Reduction of new episodes of respiratory infection was the positive
outcome found with the use of probiotics in randomized clinical trials systematic review.
Probiotics exert an immunostimulatory effect with higher in vitro expression of IL-10 and IL-
12 cytokines, but no clinical benefit from the groups receiving the mixture of probiotics
compared to placebo.

Keywords: Wheezing. Probiotics. Interleukin-10. Interleukin-12. Interferon-gamma.
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1 CAPITULOI

1.1 APRESENTACAO

A sibilancia recorrente é um sinal clinico que reflete o acometimento das vias
respiratérias inferiores por uma variedade de doencas, sendo uma das principais causas de
morbidade no lactente e importante problema de satde publica no mundo, devido aos altos
custos com tratamento, visitas aos departamentos de emergéncia e perda de dias de trabalho
pelos pais e cuidadores (EL-GAMAL,; EL-SAYED, 2011).

Nas ultimas décadas, a prevaléncia de sibilancia recorrente tem aumentado em varios
paises, e esse resultado ndo pode ser unicamente explicado por fatores hereditarios, pois
fatores ambientais tém papel importante na interacdo e modulagdo do sistema imunol6gico
antes mesmo do nascimento (GARCIA-MARCOS et al., 2010).

No inicio da vida, as respostas imunes inata e adaptativa se organizam para assegurar a
integridade do organismo e encontram principalmente na mucosa intestinal a via inicial destas
adaptaces (FORCHIELLI; WALKER, 2005). O fen6tipo Th2 e predominante na fase inicial
do desenvolvimento do sistema imunoldgico dos lactentes (ALLAN WALKER, 2013). Com a
colonizacao do trato gastrointestinal e formacéo de sua microbiota, inicialmente com bactérias
da mée e do meio ambiente, e em seguida com a amamentac¢do e introducdo de outros
alimentos, sdo gerados estimulos no tecido linfoide intestinal que levam a uma gradual
inibicdo da via Th2 e aumento progressivo da via Thl (GHADIMI et al., 2008).

Os microrganismos que compdem a microbiota intestinal, a qual inclui espécies
autoctones (adquiridas no primeiro ano de vida) e outras espécies aloctones (em transito
temporéario, com origem externa), exercem fungdes metabdlicas, troficas, de estimulo, de
protecdo e competicdo local (PALMER et al., 2007). Modificar a sua composicdo pode ser
uma nova forma de abordar, prevenir e tratar determinadas enfermidades com impacto na
salde e bem-estar do individuo (BUTEL, 2014).

Através desta insercdo na microbiota intestinal os probiéticos, quando administrados
em quantidades adequadas, conferem beneficios para a salde do hospedeiro, exercendo
estimulos no tecido linfoide intestinal com maior expressdo das vias Thl e T regulatoria
(BERMUDEZ-BRITO et al., 2012).

De acordo com as Ultimas revisdes sistematicas e metanalises, o uso de probidticos em
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pacientes com infeccbes respiratorias, rinite alérgica e eczemas mostraram resultados
positivos na prevencao e tratamento, com reducdo da gravidade dos sintomas e diminuicdo do
uso de medicacdes (FIOCCHI et al., 2012; HAO et al., 2011; KING et al., 2014; PANDURU
etal., 2014; TORLEY et al., 2015). Por outro lado, estudos relacionados a prevencdo da asma
e sibilancia na infancia (ensaios clinicos com intervencfes perinatais e pds-natais), com
diferentes cepas, doses e tempo de intervengdo, sdo escassos e ainda ndo mostraram resultados
favoraveis para indicacdo clinica (ABRAHAMSSON et al., 2013; AZAD et al., 2013; DAS;
NAIK; SINGH, 2013; ELAZAB et al., 2013; JENSEN et al., 2012; ROSE et al., 2010;
WEST; HAMMARSTROM; HERNELL, 2013).

Os probidticos apresentam padrées moleculares em sua estrutura que sdo reconhecidos
pelos receptores nas células apresentadoras de antigenos como gatilhos da resposta imune,
produzindo citocinas em mucosa intestinal, que se espera atuarem em sitios distantes, como o
trato respiratorio. E nesse processo de imunomodulago, iniciada no tecido linfoide intestinal,
que os probidticos se apresentam como opcdo terapéutica (FORSYTHE, 2011).

Para avaliar o uso de probioticos no tratamento da sibilancia recorrente do lactente,
objetivos especificos foram formulados: identificar ensaios clinicos randomizados que
tiveram como intervencdo o uso de probidticos no tratamento das infeccOes respiratdrias na
infancia e realizar um ensaio clinico randomizado, duplo-cego, paralelo, placebo-controlado
para avaliar a expressao das citocinas 1L-10, IL-12 e INF-y in vitro ap6s uso de probidticos e
seu impacto clinico como adjuvante no tratamento do lactente com sibilancia recorrente.

De acordo com as normas estabelecidas pelo Colegiado do Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (PPG/CS/UFPE), a
presente dissertacdo foi elaborada em quatro capitulos. O primeiro capitulo consta de uma
revisao da literatura construida em cinco topicos para o entendimento sobre lactente sibilante,
imunologia e probioticos. Neste capitulo, o objetivo geral da dissertacéo é apresentado, e para
cada objetivo especifico foi construido um artigo original. O segundo capitulo versa sobre 0s
métodos utilizados na elaboragdo dos dois artigos. O terceiro capitulo consta: artigo 1 -
Probidticos no tratamento das infeccBes do trato respiratorio superior e inferior nas
criancas: revisdo sistematica baseada em ensaios clinicos randomizados — aceito para
publicacdo no Jornal de Pediatria (JPED) e o artigo 2 — Probidticos como adjuvante no
tratamento da sibilancia recorrente do lactente: um ensaio clinico randomizado
controlado - a ser submetido ao periddico Clinical ¢t Experimental Allergy. No quarto e
Gltimo capitulo: as conclusbes da dissertacdo e as referéncias utilizadas na apresentacdo da

dissertacdo e na elaboracdo da revisdo da literatura, assim como 0s apéndices e anexos.



20

1.2 REVISAO DA LITERATURA

Introducéo

A presente revisdo da literatura foi elaborada para oferecer melhor compreensdo da
dindmica da resposta imune do lactente sibilante ao uso de probi6ticos, para tanto foi dividida
em topicos: a) Lactente sibilante: fendtipos e fatores de risco; b) Aspectos imunol6gicos do
lactente sibilante: microbiota e imunologia intestinais; ¢) Acdo dos probidticos na mucosa
intestinal e imunidade sistémica; d) Probidticos no lactente sibilante; e) Mistura de

probidticos e resposta imunolégica.

1.2.1 Lactente sibilante: fenétipos e fatores de risco

A sindrome do lactente sibilante é caracterizada pela presenca de sibilancia continua
por um més ou por trés ou mais episodios de sibilancia em periodo de seis meses (KRAWIEC
et al., 2001). Constitui uma das principais causas de morbidade no lactente em todo 0 mundo
e em importante desafio na satde publica, devido aos altos custos para tratamento, visitas ao
departamento de emergéncia, hospitalizacbes e perda de dias de trabalho pelos pais e
cuidadores (DE JONG et al., 2007; MASOLI et al., 2004).

Em estudo multicéntrico envolvendo 30.093 lactentes com idade entre 12 e 15 meses,
com participacdo de 17 centros da América Latina e Europa, o Estudo Internacional de
Sibilancia em Lactentes (EISL) encontrou prevaléncia de sibilancia no inicio da vida de
45,2% e de sibilancia recorrente de 20,3% (MALLOL et al., 2010). A média da prevaléncia
de sibilancia recorrente na América Latina foi de 21,4% e em centros Europeus foi de
aproximadamente 15%. No Brasil, o questionario-EISL foi aplicado em sete capitais: Belém
(PA), Belo Horizonte (MG), Curitiba (PR), Porto Alegre (RS), Sdo Paulo (SP), Fortaleza (CE)
e Recife (PE), evidenciando prevaléncia de sibilancia de 43 a 61% e de sibilancia recorrente
de 25 a 36,3% (CHONG NETO; MEDEIROS; ROCHA, 2012). Em Recife, o estudo
constatou prevaléncia de sibilancia de 43% e recorréncia do sintoma em aproximadamente
25% dos lactentes sibilantes (MEDEIROS et al., 2011).
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Com relagéo ao impacto na saude publica, o Departamento de Informatica do Sistema
Unico de Saude (DATASUS) registrou no periodo de Janeiro de 2014 até Fevereiro de 2015,
um total de 477 internagcfes por asma em menores de um ano, sendo 216 (45,3%) na Regiao
Nordeste. Em criangas de um a quatro anos, em mesmo periodo, houve um total de 2.045
internagdes por asma, com as Regides Nordeste e Sudeste apresentando as maiores taxas de
internagdes no Brasil, com 733 (35,8%) e 727 (35,5%), respectivamente (DATASUS, 2015).

A sibilancia é um sinal clinico que reflete acometimento das vias respiratorias
inferiores por varias doencas, embora a asma seja a mais comum, deve ser sempre diagndstico
de exclusdo (KRAWIEC et al., 2001). Os lactentes sao propensos a terem sibilancia devido a
fatores anatdmicos e fisiologicos relacionados a uma maior complacéncia do arcabouco
costal, parénquima pulmonar menos complacente, vias aéreas com menor didmetro e menos
poros de comunicacgdo entre os alvéolos e bronquioloalveolares (FREY et al., 2000).

Manifestacdes recorrentes de tosse, sibilancia e dificuldade respiratoria, de gravidade e
duracdo varidveis, usualmente desencadeadas por infecgdes respiratorias virais, devem ser
analisadas dentro do diagnédstico diferencial da asma (EL-GAMAL; EL-SAYED, 2011).
Infecgbes pelos virus sincicial respiratério (VSR), rinovirus humano, metapneumovirus,
adenovirus e outros virus causam quadros de bronquiolite viral, que podem evoluir com
persisténcia da sibilancia (MALLOL; AGUIRRE; WANDALSEN, 2010). Outras doengas
como tuberculose, fibrose cistica e pneumonias atipicas sdo importantes causas de sibilancia
recorrente e podem, também, serem confundidas com asma nesta faixa etaria (PEDERSEN et
al., 2011).

No estudo de coorte de nascidos vivos em Tucson, Arizona, aproximadamente 50%
das criangas apresentaram sibilancia no inicio da vida. Dois tercos destas criancas iniciaram
0s sintomas no primeiro ano de vida (sibilantes precoces) e um terco iniciaram apés trés anos
de vida (sibilantes tardios). Dentre os sibilantes precoces, até 50% evoluiram para remissao
espontanea do quadro, mas cerca de 50% persistiram sibilando aos seis anos de idade.
Criangas com sibilancia recorrente ttm um risco maior de desenvolver asma persistente no
momento em que chegam a adolescéncia, e criangas atopicas em particular, sdo mais
propensas a continuarem sibilando (MARTINEZ, 1995).

O lactente sibilante pode ser identificado por varios fenétipos de sibilancia. A maioria
das classificagdes propostas na literatura foi descrita a partir de estudos de coorte prospectivos
e basearam-se principalmente em caracteristicas atopicas e na idade de prevaléncia (ADHAM
et al., 2008; FRANK et al., 2008; KURUKULAARATCHY et al., 2003; MARTINEZ, 1995;
MIDODZI et al., 2008; RUSCONI et al., 1999). No consenso PRACTTAL (Practical
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Allergy Report), especialistas da Academia Europeia de Alergia e Imunologia Clinica e
Academia Americana de Asma, Alergia e Imunologia descrevem quatro padrdes distintos de
sibilancia durante a infancia, assim como sua evolucao: sibilancia transitoria (sibilos durante
os trés primeiros anos de vida e ndo mais ap6s essa idade); sibilancia ndo atopica (sibilancia
desencadeada principalmente por virus que tende a desaparecer com o avancar da idade);
asma persistente (sibilancia associada a manifestacGes clinicas de atopia; eosinofilia e/ou
niveis séricos elevados de imunoglobulina E (IgE) total ou sensibilizacdo comprovada a
alimentos e/ou aeroalérgenos; ter pai e/ou mde com asma); e sibilancia intermitente grave
(episddios pouco frequentes de sibilancia aguda associados a poucos sintomas fora dos
quadros agudos, e com a presenca de caracteristicas de atopia) (BACHARIER et al., 2008).

Entretanto, a literatura ressalta que a classificacdo dos fenotipos néo é fixa, podendo,
inclusive, apresentar alteracfes ao longo dos anos de sibilancia. Assim, um paciente que sibila
apenas com episodios virais na infancia pode se sensibilizar e evoluir com caracteristicas
atdpicas e sibilancia por multiplos desencadeantes (GARCIA-MARCOS; MARTINEZ, 2010;
SCHULTZ et al., 2010).

Como um dos maiores desafios da pratica clinica é diagnosticar precocemente a asma
entre as criancas menores de trés anos que sibilam, critérios diagnosticos, baseados em
métodos n&o invasivos, foram propostos. O Asthma Predictive Index — API (indice Preditivo
para Asma), utilizando dados do estudo Tucson, tornou-se um dos critérios mais utilizado
para predizer a evolucdo da sibilancia na idade de 6 a 13 anos. A presenca de antecedente
familiar de atopia e dermatite atopica no lactente foram considerados critérios maiores,
enquanto rinite alérgica, sibilancia sem infec¢des de vias aéreas e eosinofilia > 4% foram
considerados critérios menores. A presenca de um critério maior ou dois menores em lactente
com trés ou mais episodios de sibilancia é considerado alto risco para o diagndstico de asma.
Entre as criangcas com indice preditivo positivo, 76% tiveram sintomas de asma entre 6 e 13
anos de vida e, entre as com indice preditivo negativo, 95% ndo apresentaram sintomas de
asma nesta faixa etaria (CASTRO-RODRIGUEZ et al., 2000). Atualmente, com o objetivo de
avaliar com maior énfase o perfil atopico das criangcas com sibilancia recorrente, 0 API
original recebeu modificacGes: ao critério maior foi acrescentada sensibilizacdo a um ou mais
aeroalérgenos e nos critérios menores, a rinite foi substituida por sensibilizacdo a alimentos
como leite, ovo e amendoim (BACHARIER; GUILBERT, 2012).

O conhecimento dos fatores de risco associados aos fendtipos do lactente sibilante
ajuda a identificar criancas de alto risco para a persisténcia da sibilancia e que poderiam se

beneficiar com intervengdes de prevencdo primaria e secundaria (BESSA et al., 2014). De
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acordo com o EISL, os fatores de risco mais importantes para recorréncia de sibilancia no
primeiro ano de vida sdo: historia familiar de asma e/ou rinite, tabagismo na gestacdo, sexo
masculino, infec¢cOes de vias aéreas superiores nos primeiros trés meses de vida, frequéncia a
creche e eczema na infancia (CAROLINE et al., 2010). Entre os fatores hereditarios, estudos
prospectivos apontaram, principalmente, o sexo masculino (MELEN et al., 2004), a
sensibilizagdo precoce a alérgenos (GUILBERT et al.,, 2004; HERR et al., 2012), os
antecedentes pessoais de atopia (BOOKMAN et al., 2011) e as alteracBes no sistema
imunoldgico, com expressdo maior das citocinas T helper 2 (SARRIA et al., 2014).

No contexto da investigacdo, os marcadores de atopia, representados pela presenca de
eosinofilia periférica, elevacdo sérica de IgE total e sensibilizacdo a aeroalérgenos e alérgenos
alimentares tém colaborado para o diagnéstico precoce de asma neste grupo de lactentes com
sibilancia recorrente (JUST et al., 2010).

1.2.2 Aspectos imunoldgicos do lactente sibilante: microbiota e imunologia intestinais

Os varios mecanismos fisiopatoldgicos implicados no desenvolvimento da sibilancia
recorrente, ainda ndo estdo totalmente esclarecidos (CAMARA et al., 2004). Alguns virus
como o sincicial respiratério (VSR) e o rinovirus humano C, agentes da bronguiolite viral
mais grave, desencadeiam sibilancia que persiste por pelo menos dois meses do evento inicial
(BOSIS et al., 2008; TEERATAKULPISARN, 2014). O mecanismo pelo qual estes virus
desencadeiam a sibilancia recorrente estd associado a resposta de células T, caracterizada
principalmente pela producdo de citocinas Th2, a mesma resposta observada na asma
(PEREZ-YARZA, 2007; WANDALSEN, 2011).

Em individuos predispostos, parece haver ativacdo precoce do sistema imune
envolvido com doencas alérgicas, como a asma, em que ha formacdo de imunoglobulinas IgE,
tanto para alérgenos alimentares como para a aeroalérgenos, de acordo com a frequéncia da
exposicao, intensidade do estimulo e a idade do paciente (GUILBERT et al., 2004).

O fendtipo Th2 é o predominante na fase inicial do desenvolvimento do sistema
imunoldgico dos lactentes. Com a colonizagéo intestinal, h4 o amadurecimento desse sistema,
favorecendo uma gradual inibicdo da via Th2 e um aumento progressivo da via Thl
(OZDEMIR, 2010; PRESCOTT; NOWAK-WEGRZYN, 2011). Neste processo, o estimulo

da colonizacdo intestinal por bactérias comensais € fundamental para o desenvolvimento
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adequado do sistema imunoldgico, contribuindo para o equilibrio Th1/Th2, expressdo das
células T regulatorias (Treg), producdo de imunoglobulina A (IgA) e inducdo de tolerancia
para antigenos alimentares e bacterianos (ABRAHAMSSON et al., 2011). No entanto, em
individuos geneticamente predispostos, varios elementos contribuem para uma
descontinuidade desse processo de tolerancia e propiciam a expressao do fenétipo da crianca
alérgica (HO, 2010).

As respostas imunes inata e adaptativa se organizam para assegurar a integridade do
organismo e encontram na mucosa intestinal a via inicial destas adaptagcbes (FORCHIELLI;
WALKER, 2005).

O trato gastrointestinal (TGI) concentra 0 maior nimero e a maior diversidade de
espécies bacterianas que colonizam o corpo humano (ALLAN WALKER, 2013). Embora as
bactérias estejam presentes em todo o TGI, o maior nimero de bactérias reside no ceco e
colon. A populacio bacteriana do TGI varia de 10" a 10 unidades formadoras de coldnia
(UFC)/mL no contetdo intestinal, com 400 a 1.000 espécies diferentes de bactérias, sendo
mais de 99% da microbiota representada por apenas 30 a 40 espécies bacterianas (RAJILIC-
STOJANOVIC; DE VOS, 2014).

O processo de colonizacdo do TGI pode ser dividido em diferentes estagios. O estagio
inicial ocorre durante o parto e nas primeiras horas de vida, 0 segundo estagio compreende a
fase de amamentagdo e o terceiro estagio reflete a introducdo de alimentos e de fatores
ambientais que podem influenciar a colonizacdo das bactérias nos primeiros dois anos de
vida, ocasido em que se alcanca certa estabilidade até a fase adulta do individuo (ALLAN
WALKER, 2013; RAUTAVA et al., 2012).

O inicio da colonizacdo do TGI ocorre logo apds o nascimento, com bactérias
provenientes da mée e do meio ambiente. Desta forma, o primeiro fator determinante na
composicdo da microbiota intestinal é a forma de nascimento. Criangas nascidas por parto
vaginal sdo colonizadas por bactérias que residem na regido perineal materna, inicialmente
por bactérias anaerobias facultativas e posteriormente por anaerdbias como Bifidobacterium e
Bacteroides. As criancas nascidas por parto cesareo séo colonizadas por uma populacdo mais
heterogénea de bactérias encontradas no ambiente hospitalar (FORCHIELLI; WALKER,
2005).

Na fase de amamentagéo, 0s grupos bacterianos mais frequentes no leite materno sao
estafilococos, estreptococos, corynebactérias, lactobacilos, micrococos, propionibactérias e
bifidobactérias, presentes inicialmente na pele e mamilos da genitora. O predominio de

bifidobactérias em recém-nascidos amamentados com leite materno se deve a presenca de
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galactoligossacarideos, que atuam como prebioticos. J& em recém-nascidos alimentados com
férmulas infantis foi observada uma maior concentracdo de Clostridium sp, Bacteroides,
enterococos e enterobactérias (RAUTAVA et al., 2012).

O desenvolvimento da microbiota intestinal também é afetado pela regido geografica
em que a crianca nasce e essa diferenca € descrita até mesmo em paises de um mesmo
continente. A formacdo da microbiota parece diferir entre criangas que vivem em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, podendo ser atribuido aos elevados niveis de
contaminacdo ambiental, como sistema de saneamento e esgoto, pelos quais as criangas estéo
expostas no inicio da vida (ALLAN WALKER, 2013).

Ao longo do TGI existem diferentes ambientes que variam em potencial de
oxirreducdo, pH, disponibilidade de nutrientes e velocidade de fluxo pelo peristaltismo. Essas
diferencas podem alterar a composic¢do da microbiota intestinal. Na cavidade oral encontram-
se mais de 400 espécies bacterianas, sendo 0s géneros mais comuns: Streptococcus,
Veillonella e Actinomyces. O es6fago e estdmago, devido ao baixo pH, tém uma concentracdo
muito baixa de bactérias, entre 0 a 10> UFC/mL de suco gastrico. As bactérias mais
encontradas no estdbmago sdo: Lactobacillus, Streptococcus, Peptostreptococcus (HOVAV,
2014).

No duodeno a composicdo da microbiota é constituida principalmente por
Lactobacillus e Streptococcus. O segmento jejunal, com um aumento do pH em torno de 8,
alberga um maior nimero de bactérias, cerca de 10°a 10’ UFC/mL de contetido intestinal,
composta por: Streptococcus, Lactobacillus, Haemophilus, Veillonela, Bacteroides,
Corynebacterium e Actinomyces. Devido a passagem lenta através do ileo, essa populacéo
bacteriana aumenta, em torno de 10’ a 10° UFC/mL de contetdo intestinal e é no célon onde
se apresenta a maior diversidade e concentracdo de microrganismos, entre 10 a 10"
UFC/mL de conteudo intestinal (JALANKA-TUOVINEN et al., 2011).

De maneira geral, as bactérias anaerdbias facultativas, como Escherichia coli,
Enterococcus sdo as primeiras bactérias a colonizarem o TGI do recém-nascido, devido ao
teor de oxigénio inicial encontrada no tubo digestivo. A medida que essas bactérias utilizam o
oxigénio, o meio vai se tornando mais adequado para as bactérias anaerobias estritas como:
Bifidobacterium, Bacteroides e Clostridium (ALLAN WALKER, 2013; RAJILIC-
STOJANOVIC; DE VOS, 2014).

A estabilidade da microbiota € um processo ativamente mantido através das inter-
relacdes entre as bactérias e o hospedeiro. Bactérias que residem e convivem harmonicamente

com 0 hospedeiro sdo chamadas autdctones, ja as que nao colonizam o intestino, apenas
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passam através do TGI provenientes do meio ambiente, sdo identificadas como aléctones.
Fatores externos, como o0 uso de antibiéticos, podem alterar os componentes da microbiota
intestinal, em qualidade e quantidade, suprimindo bactérias benéficas como Bifidobacterias,
Streptococcus e Lactobacillus do Iumen intestinal e levando a um quadro de disbiose
(SAVINO et al., 2011).

A mucosa intestinal humana é a principal interface entre o sistema imunoldgico e o
ambiente externo. Nela estdo localizados linfocitos intra-epiteliais, principalmente linfécitos T
citotoxicos e supressores, e linfécitos B que secretam imunoglobulinas IgA. Como 6érgao
imunoldgico, o intestino produz a maior parte de anticorpos de todo o organismo,
aproximadamente 40mg/Kg de massa corporea/dia, e contém 80% de todas as células
produtoras de anticorpos do organismo. Estes linfocitos estdo organizados na mucosa
intestinal em estruturas linfoides constituindo 0 GALT (Gut Associated Lymphoid Tissue)
(FORCHIELLI; WALKER, 2005).

O epitélio intestinal é recoberto por uma camada de muco que o separa do lumen e é
composto por mucinas, que sdo glicoproteinas secretadas pelas células caliciformes,
constituindo a primeira barreira de defesa entre 0 meio externo e as células epiteliais. As
células epiteliais polarizadas estdo conectadas umas as outras pelas “tight junctions”, que
modulam a permeabilidade do epitélio. Outra barreira importante no mecanismo de defesa
ndo especifico é a producdo de peptideos antimicrobianos pelas células de Pannet, presentes
nas criptas da mucosa intestinal (GHAFFARIAN, 2012).

Na resposta imune inata, as celulas de defesa (macrofagos, neutrofilos e células
dendriticas) respondem inicialmente através de receptores de reconhecimento de padrfes
denominados PRR (pattern recognition receptors). Os microrganismos, por sua vez,
apresentam os padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS), que serdo reconhecidos
pelos PRR. Quando h& o reconhecimento de microrganismos pelos macrdéfagos ocorre
ativacdo de sinais para a fagocitose e resposta inflamatéria (MURRAY; WYNN, 2011).

Os microrganismos que atravessam a primeira defesa e resistem aos peptideos
antimicrobianos se aproximam intimamente ao epitélio e sdo reconhecidos pelos receptores
chamados de TLR (Toll-like receptors) e NLR (Nod-like receptors) (BERMUDEZ-BRITO et
al., 2012). Os receptores de reconhecimento padrdo TLR sd@o moléculas transmembranicas
que contém um dominio externo a membrana e uma cauda intracelular, j& os receptores Nod
que estédo localizados no citosol celular, NLR1 e NLR2, estdo envolvidos no reconhecimento
de peptideoglicanos, um importante componente da parede celular bacteriana (ROBERTSON,;

GIRARDIN, 2013). O estimulo destas proteinas, de maneira similar aos TLRs, induz a
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producdo de mediadores inflamat6rios como citocinas e quimiocinas (Figura 1).
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Figura 1. Receptores Toll-like e NOD-like conectados aos padrdes moleculares associados aos patdgenos

(BERMUDEZ-BRITO et al., 2012).

O sistema imune inato reconhece um grande nimero de estruturas moleculares das
bactérias, como os componentes da parede bacteriana (lipopolissacarideos, peptideoglicanos e
acidos lipoteicoicos) e a flagelina, componente do flagelo bacteriano. Diferentes estruturas
ativam diferentes TLRs: o TLR2 reconhece peptideoglicanos e &cidos lipoteicoicos; o TLR3
reconhece RNA de dupla-fita, comum em virus; o TLR4 € o receptor de lipopolissacarideos,
principal componente da parede de bactérias Gram-negativas; 0 TLR5 reconhece a flagelina.
A ligacdo de componentes dos microrganismos com esses receptores induz ao recrutamento
de proteinas adaptadoras especificas que transduzem o sinal, ativando quinases e fatores de
transcricdo, como o NF-kB e STAT-1, com subsequente producdo de mediadores
inflamatorios (LIU; ZHANG; ZHAO, 2010).

As células dendriticas (DC), células apresentadoras de antigenos (APCs), promovem
uma conexdo entre estruturas celulares presentes no limen intestinal e as células da resposta
imune adaptativa. Este papel ponte é crucial para dar inicio a resposta imune, pois as células T
ndive ndo respondem aos antigenos livres, mas aos antigenos que sao apresentados pelas
APCs, com producdo de citocinas (HOVAV, 2014).

As citocinas produzidas sdo componentes imunoldgicos chaves que atuam em outros

orgéos e estdo envolvidas nas respostas direcionadas para a asma, para a sibilancia viral e
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outras doencas respiratorias. Dentre elas, temos as citocinas do padrdo Thl que sdo:
interleucina-12 (IL-12) e interferon-gamma (INF-y) e a do padrdo regulatorio, como a
interleucina-10 (IL-10) (TRINCHIERI, 2003).

A 1L-12 e o INF-y tém sua importancia descrita nas respostas a bactérias
intracelulares, além de estarem envolvidas na resposta imune viral. A IL-12 é a principal
mediadora entre a resposta imune inata e adaptativa. Foi identificada originalmente como
ativadora da funcdo citotoxica das células Natural Killers (NK), estimulando a producdo de
INF-y, além de diferenciar células T naive para Thl (TRINCHIERI, 2003). O INF-y, por sua
vez, estimula a producdo da IL-12 pelas células dendriticas e macrofagos, ativando o que é
conhecido como eixo IL-12/INF-y (BOEHM et al., 1997).

Durante as reacfes da imunidade inata, a IL-12 € produzida em resposta a sinalizacdo
dos TLRs induzida por estimulos microbianos e mediante a conexdo entre o ligante do CD40
nas células T com o CD40 nos macrdfagos e células dendriticas (SCHULZ et al., 2000). O
INF-y além de ativar os macrofagos e inibir a proliferacdo de células Th2, age nas células B
suprimindo a sintese de IgE (BOEHM et al., 1997).

N&o sO as citocinas responsaveis pela polarizacdo da via Thl sdo importantes no
controle da sibilancia recorrente, mas também as que controlam e promovem o equilibrio
Th1/Th2. Existem alguns tipos celulares com perfil regulatério, como os macréfagos, células
dendriticas e células Treg que estdo envolvidos na producdo da IL-10. Esta citocina inibe a
exacerbacdo da producdo da IL-12 pelas células dendriticas e macrofagos, promovendo o
controle das reacGes da imunidade inata e imunidade mediada por células. O papel da IL-10
na regulacdo da inflamacao alérgica deve-se a sua habilidade de induzir toleréncia e inibir a
sobrevida de eosinofilos (PUNNONEN et al., 1993).

Estruturas moleculares presentes nas bactérias intestinais estimulam respostas imunes
diferentes, o que faz distinguir uma batéria benéfica da patogénica. Alguns
lipopolissacarideos presentes nas paredes de espécies bacterianas, a presenca de flagelos
bacterianos ou mesmo acido nucleico viral sdo indutores de respostas imunes deletérias ao
organismo humano (DOGI; WEILL; PERDIGON, 2010). Ja bactérias benéficas ao
organismo tem a caracteristica de induzir sinais que estimulam a producdo de citocinas das
vias Thl e Treg. Dentre essas bactérias benéficas, temos os probiéticos, considerados pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como “microrganismos vivos que ingeridos em
quantidades suficientes promovem efeitos benéficos no hospedeiro” (FAO et al., 2002).
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1.2.3 Agao dos probidticos na mucosa intestinal e imunidade sistémica

Nos ultimos anos, o interesse pelo consumo e investigacdo dos probidticos aumentou
substancialmente, acompanhado por uma crescente evidéncia clinica dos beneficios atribuidos
ao uso destes microrganismos (SANDERS, 2008).

Elie Metchnikoff prop6s, posteriormente aos revolucionarios ensinamentos
microbioldgicos de Louis Pasteur, que, para além do seu papel como agentes causadores de
doencas, determinadas bactérias, nomeadamente as produtoras de acido lactico presentes no
leite fermentado, poderiam ter efeitos benéficos a saude humana (ANUKAM; REID, 2007;
MACKOWIAK, 2013). O primeiro microrganismo usado com esse objetivo, e descoberto por
este microbidlogo russo em 1905, foi o Lactobacillus bulgaricus (MACKOWIAK, 2013).

Desde esta descoberta e depois de varias cepas serem usadas em ensaios clinicos,
decorreram trés décadas até surgir, no ano de 1935, o primeiro produto probiotico
comercialmente  disponivel, um leite fermentado contendo Lactobacillus casei
(MACKOWIAK, 2013).

Derivado do grego e significando ‘pro-vida’, o termo probiotico foi proposto em 1965
por Daniel Lilly e Rosalie Stillwell para se referir a qualquer microrganismo com efeito
positivo no balan¢o microbiano intestinal (ANUKAM; REID, 2007).

Os microrganismos que compdem a microbiota intestinal, a qual inclui espécies
autoctones e outras especies aldctones, exercem funcdes metabdlicas, troficas e de protecéo,
além de um papel nutricional no aproveitamento de elementos da dieta que poderiam ser
perdidos pela excrecdo (PALMER et al., 2007). Modificar a sua composi¢cdo pode ser uma
nova forma de abordar, tratar e prevenir algumas enfermidades com impacto na satde e bem-
estar do individuo (BUTEL, 2014).

Para serem bem sucedidos nas suas funcdes, o0s probidticos devem possuir
determinadas caracteristicas que resultem em efeitos benéficos mensuraveis na saide do
hospedeiro: devem ser especificos e compativeis com o hospedeiro, com um histérico de ndo
patogenicidade e promover seguranca para uso humano; devem ser capazes de resistir ao meio
fisico quando da passagem pelo tubo digestivo, nomeadamente ao pH acido e a acdo biliar;
devem estar aptos a aderir e colonizar a mucosa intestinal rapidamente, interagindo com
outras espécies; devem ser metabolicamente ativos no intestino, capazes de estimular o

sistema imune e produzir substancias antimicrobianas, a0 mesmo tempo que primam por ndo
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interferir na mudanca de genes determinantes da resisténcia aos antibiéticos (RAUCH;
LYNCH, 2012; THOMAS; OCKHUIZEN; SUZUKI, 2014).

Para beneficiar o hospedeiro, tem enorme relevancia o processo de fabricacdo dos
probidticos, 0 seu armazenamento e sua viabilidade microbioldgica, para que as suas
propriedades se mantenham ao longo do tempo, sem perda de funcionalidade. Assim, séo
importantes os probidticos com boas propriedades bioldgicas, com boa capacidade de
multiplicacdo e apropriados a producdo em larga escala, pré-requisitos para veiculacdo do
produto até o consumo (FIOCCHI et al., 2015; SANDERS, 2008).

A selecdo da cepa probidtica 6tima ou combinacdo de diferentes cepas, a indicacdo da
doenca susceptivel de ser beneficiada com o seu uso, a dose do tratamento e sua duracdo sao
fatores que ainda ndo estdo bem estabelecidos na literatura e que necessitam de estudos para
padronizacao destes produtos em diversas areas da saude (FIOCCHI et al., 2015). Atualmente
0s probidticos mais usados sdo as bactérias lactoacidéfilas, especialmente os Lactobacillus
spp. E Bifidobacterium spp. E uma levedura ndo patogénica, a Saccharomyces boulardii
(VANDENPLAS; HUYS; DAUBE, 2015).

O mecanismo de acdo dos probidticos ja vem sendo bem detalhado quanto: a)
funcionalidade microbiologica (por exclusdo competitiva ou reducdo ativa de patdgenos
através da producdo de acidos graxos de cadeia curta e acidos organicos; producdo de
bacteriocinas, mucinas e defensinas e producdo de espécies reativas de oxigénio, como o
peréxido de hidrogénio) com o objetivo de estabilizar ou melhorar a homeostase microbiana
em areas do corpo e reduzir a invasdo e colonizagdo por patdégenos (DELCENSERIE et al.,
2008); b) funcionalidade nutricional, com producdo de vitaminas que agem em todo o
organismo do hospedeiro humano (VANDENPLAS; HUYS; DAUBE, 2015); c)
funcionalidade fisioldgica, com melhora do trénsito intestinal e das propriedades reoldgicas
das secrecbes intestinais e respiratorias (DONGARRA et al., 2013); d) funcionalidade
imunoldgica, com estimulo a producdo de citocinas, como as interleucinas IL-10, IL-12 e
INF-y, além de outras citocinas apresentadas na Figura 2 (BERMUDEZ-BRITO et al., 2012;
LEBEER; VANDERLEYDEN; DE KEERSMAECKER, 2010; THOMAS; VERSALOVIC,
2010).
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Figura 2. Respostas inata e adaptativa dos probidticos: célula dendritica como apresentadora de antigenos e

estimulo das células T naive (LEBEER; VANDERLEYDEN; DE KEERSMAECKER, 2010).

Bactérias como Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii spp. Bulgaricus
and Bifidobacteria sdo importantes componentes da microbiota normal de humanos. Essas
bactérias agem como imunomoduladoras participando na geracdo e manutencdo de pelo
menos trés importantes atividades no sistema imune: atividade antimicrobiana e pro-
inflamatoria mediada por citocinas Thl, tais como IL-12, TNF-a, INF-y; atividade anti-
inflamatoria e de tolerancia oral, induzida e mantida por células Treg, tais como IL-10 e TGF-
B e estimulacdo da resposta imune adaptativa, incluindo sintese local e sistémica de
imunoglobulinas IgA e 1gG (TRINCHIERI, 2003).

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) ou do sangue total sdo
utilizadas como meios de cultura para se analisar o estimulo imunoldgico que os probioticos
exercem in vitro, induzindo a producéo de varias citocinas (GACKOWSKA et al., 2006). Em
ensaio clinico realizado em criangas asmaticas e com rinite alérgica, com idade de seis a 12
anos, o0 estudo mostrou que Lactobacillus gasseri A5 administrado por oito semanas
estimulou em PBMC a producéo de TNF-a, INF-y, IL-12 e IL-13 (CHEN et al., 2010).
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1.2.4 Probidticos no lactente sibilante

A terapia inalatéria com corticosteroide constitui a pedra angular do tratamento da
sibilancia recorrente e da asma em menores de cinco anos. O inalador dosimetrado
pressurizado com espagador valvular (com maéscara facial) é o sistema adequado de
dispositivo para o uso destas medicacGes (BACHARIER et al., 2008; PEDERSEN et al.,
2011).

Em recente revisdo sistematica, com o objetivo de analisar artigos publicados sobre
tratamento da sibilancia em lactentes e pré-escolares com corticosteroides inalatérios (ICS),
incluindo o efeito em subgrupos de pacientes que tiveram as crises de sibilancia por gatilhos
multiplos, isto &, por varios antigenos e por sibilancia viral, concluiu que a terapia com ICS
em doses diarias baixas de 100-200ug resulta em melhorias clinicas significativas em
lactentes e pré-escolares com suspeita de asma (sibilancia por gatilhos multiplos) (MAAS et
al., 2009). Apesar de ndo terem sido estudadas, as doses diarias mais elevadas poderiam estar
associadas com efeitos mensuraveis sobre o crescimento (CASTRO-RODRIGUEZ;
PEDERSEN, 2013).

Em 2008, o National Heart, Lung and Blood Institute (NHLBI) anunciou a sua
intencdo de apoiar uma nova rede de gerenciamento de ensaios clinicos, com o objetivo de
identificar novas abordagens de tratamento da asma em pacientes pediatricos e adultos,
conhecida como AsthmaNet. No periodo de sete anos seguintes, finalizado em 2015, trés
grandes estudos foram publicados para o tratamento na infancia: Best Add-on Therapy Giving
Effective Responses (BADGER), Step-up Yellow Zone Inhaled Corticosteroids to Prevent
Exacerbations (STICS) e o Use of beclomethasone dipropionate as rescue treatment for
children with mild persistent asthma (TREXA) (MARTINEZ et al., 2011). A caracteristica
principal destes estudos foi a necessidade de identificar a terapia mais efetiva para criancas
que tinham sibilancia recorrente ou asma (SUTHERLAND; BUSSE, 2014).

Embora a tendéncia seja considerar a escolha do tratamento especifico para cada
fenotipo de sibilancia, este objetivo, até entdo, ainda ndo tem sido alcancado devido a
heterogeneidade da classificacdo dos fenotipos e a escassez de estudos nesta area
(BACHARIER et al., 2008).

A maioria dos estudos de intervengfes na sibilancia recorrente e asma tem sido
desenvolvida sobre uma janela de oportunidades muito cedo na vida e, portanto, muitas

criancas sdo inseridas nos estudos antes mesmo do nascimento. A justificativa para isso se
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deve aos dois principais pontos implicados no desenvolvimento da asma. Em primeiro lugar,
a prevencdo primaria precisa comecar antes da ocorréncia da doenca. Em segundo lugar, ha
alguma evidéncia de que os acontecimentos imunologicos ligados a sibilancia recorrente, a
polarizacdo de respostas de citocinas das células T helper, ainda estdo em formacéo,
principalmente nos primeiros 18 meses a trés anos de vida. Permanece desconhecido se essa
plasticidade esta associada com uma maior receptividade & modificacdo ambiental ou por
outras intervencdes durante este tempo (MARKS, 2011).

A expectativa de estimular e modular a resposta do tecido linfoide intestinal para
polarizacdo das células Thl e Treg levaram alguns pesquisadores a examinarem o papel
potencial de cepas probidticas na prevengdo primaria da asma, sibilancia e de outras doencas
atopicas na infancia (BORCHERS et al., 2009).

Em ensaio clinico randomizado duplo-cego, com 131 criancas (seis a 24 meses de
idade) apresentando pelo menos dois episddios de sibilancia e historia familiar de atopia em
parentes de primeiro grau, foi administrado seis meses de Lactobacillus rhamnosus LGG e
placebo e avaliado o impacto na sensibilizacdo alérgica e asma. Os resultados mostraram
menos sensibilizacbes para aeroalérgenos apos seis meses de LGG (p = 0,027) e com seis
meses de seguimento (p = 0,03), mas nenhum impacto em relacdo a asma. A suplementacéo
foi bem tolerada e ndo ocorreram eventos adversos graves (ROSE et al., 2010).

Metandlise realizada com 25 ensaios clinicos randomizados, criangas e adolescentes
do nascimento até 18 anos, para avaliar os efeitos da suplementacdo de probidticos sobre a
prevencdo de sensibilizacdo atopica, asma e sibilancia em criancas, mostrou que 0s
probidticos foram eficazes na reducdo dos niveis séricos de IgE total, reduziu o risco de
sensibilizacdo atopica quando administrado no periodo pré-natal e pos-natal, mas néo
reduziram a asma e sibilancia em criancas (ELAZAB et al., 2013).

Em outra metanélise de ensaios clinicos randomizados, incluindo 4.866 lactentes até
um ano de vida, com o objetivo de avaliar a associacdo do uso de probidticos durante a
gravidez ou no primeiro ano de vida, mostrou ndo encontrar nenhuma evidéncia para apoiar
uma associacao protetora entre o uso de probidticos perinatal e asma ou sibilancia na infancia.
Ensaios clinicos randomizados até a presente data ndo produziram provas suficientes para
recomendar probiéticos para a prevencdo primaria da asma (AZAD et al., 2013).

Apesar do progresso das pesquisas na prevencdo primaria da asma, sensibilizacdo
alérgica e sibilancia em lactentes, ensaios clinicos de probidticos no tratamento da asma e
sibilancia s6 foram realizados em criancas maiores, adolescentes e adultos, com resultados

que nao devem ser extrapolados para lactentes (FIOCCHI et al., 2015). No entanto, ha
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evidéncias que a administracdo oral dos probidticos estd envolvida em regular a resposta
imune fora do trato gastrointestinal, incluindo a mucosa respiratéria. A Figura 3 ilustra a
imunomodulacdo dos probioticos e a expressdo das citocinas produzidas no tecido linfoide
intestinal com provavel atuacdo no trato respiratdrio para as respostas alérgicas e protecdo
contra infecg@es respiratorias (FORSYTHE, 2011).

Pathogen Allergen

. ¥ — \r

Lung/BALT
clearance Inflammation
Macrophage 7 AHR
activity 3
GALT/MLN

Small intestine|

) Probiotic bacteria

Figura 3. Probioticos recolhidos por células dendriticas (CDs) no intestino. Uma combinacao de sinais resulta na
produgdo de Thl e/ou mediadores de regulacdo. A IL-12 promove a ativagdo de células Thl e a producdo de
IFN-gama por células NK. A IL-10 promove ativacdo das células Tregs e esgota as células Th2. Segue o desafio
imunolégico nas vias respiratérias, células ativadas no GALT trafegam para a mucosa respiratoria, onde eles

promovem a protecdo contra infecgdes e resposta anti-inflamatdria (FORSYTHE, 2011).

Ensaios clinicos com probi6ticos destinados especificamente ao tratamento da asma
sdo raros e os periodos de seguimento relativamente curtos (geralmente um a dois anos, as
vezes quatro a cinco anos) sdo uma caracteristica destes estudos (FIOCCHI et al., 2012).

Em estudo com 187 pré-escolares, de dois a cinco anos, foi oferecido leite fermentado
contendo Lactobacillus casei 10*° UFC/mL ou placebo, a cada dia durante 12 meses. N&o
houve diferenca significativa entre os grupos na incidéncia cumulativa de episédios de asma
(GIOVANNINI et al., 2007).
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Como opcdo terapéutica, os probiodticos estdo disponiveis como suplementos,
medicacdo e produtos fermentados de uso didrio como leite e iogurte, por exemplo. A
quantidade, qualidade e pureza destes produtos sdo varidveis em razdo da dificuldade no
controle de se obter esses microrganismos vivos. Dessa forma, apenas os produtos avaliados
em estudos com humanos devem ser recomendados (SANDERS, 2008).

A eficécia dos probidticos depende da capacidade de resistir a passagem pelo TGl e
colonizar a mucosa intestinal, a partir de uma ingestdo regular que permita manter
concentracdes eficazes de organismos vivos e vidveis. O nimero minimo de microrganismos,
para obter efeito benéfico, ndo é consensual, mas a probabilidade de colonizacédo intestinal €
diretamente proporcional a quantidade ingerida destes microrganismos (maior ou igual a
ordem de 10° UFC/mL) e ao tempo de uso (OZDEMIR, 2010).

Partindo da prépria definicdo, presenca de microrganismos Vvivos, as preparagdes com
probidticos levantam a possibilidade de infeccdo ou colonizacdo patogénica (DOGI; WEILL;
PERDIGON, 2010). Quando ingeridos por via oral, os probiéticos sio geralmente seguros e
bem tolerados, tendo um risco muito baixo de causar infecgOes e de propiciar a geragédo de
bactérias agressivas e resistentes, especialmente se usados por individuos saudaveis
(WALLACE; MACKAY, 2011).

Os efeitos adversos mais comuns sdo a distensédo abdominal e flatuléncia. Aumento da
sede e obstipagdo foram pontualmente associados a Saccharomyces boulardii. Infecgdes
sistémicas incluindo sepse, endocardite por Lactobacillus spp. e abcessos hepaticos por
Lactobacillus GG foram descritas e relacionadas com o uso destes probidticos em
imunodeprimidos. Segundo Williams em 2010, uma bacteremia provocada por Lactobacillus
spp. tem um risco estimado inferior a 1/1.000.000, mas estados de imunossupressao,
hospitalizacdo, algumas comorbidades e antibioticoterapia prolongada aumentam a
predisposicdo. O risco de se desenvolver uma fungemia, tendo como agente etioldgico a
levedura Saccharomyces boulardii, é cerca de 1/5.600.000, risco esse potencializado em
doentes criticos e estados de imunossupressdo (WILLIAMS, 2010).

1.2.5 Mistura de probioticos e resposta imunoldgica

A diversidade e resiliéncia da microbiota intestinal sdo essenciais para 0 complexo

desenvolvimento e maturacdo do sistema imunologico do hospedeiro (GACKOWSKA et al.,
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2006). A menor exposicdo de microrganismos ou a colonizagdo intestinal por bactérias
patogénicas em fase inicial podem promover distdrbios imunolédgicos e de tolerancia com
repercussdes em fase tardia da vida (ROBLES; GUARNER, 2013).

Em revisdo de artigos publicados sobre o uso de probiéticos em humanos e animais,
intervencbes com multiplas espécies de bactérias e/ou leveduras apresentaram maior
funcionalidade e eficacia do que intervengGes com cepa Unica ou mesmo com multiplas cepas
de uma Unica espécie bacteriana quando usados em determinadas enfermidades
(TIMMERMAN et al., 2004).

Diversas misturas de cepas de probidticos sdo usadas em estudos experimentais,
muitas ja sdo identificadas por suas propriedades de imunomodulacdo e por seus efeitos
benéficos a salde humana, enquanto outras apresentam limitada evidéncia (CASELLI et al.,
2013).

Probidticos em mistura sdo utilizados em estudos com animais e humanos em diversas
enfermidades. Kefir € um exemplo desta mistura de probidticos. Produto derivado de leite
fermentado proveniente do norte do Caucaso, antiga Unido Soviética, tem este nome de
origem da lingua turca keyif, que significa "bom sentido”. O composto possui uma matriz
inerte constituida de polissacarideos e proteinas, e uma matriz densamente povoada por
bactérias das espécies acido lactica, bactérias acido acéticas e leveduras (FIGLER et al.,
2006).

Em muitos paises, produtos relacionados com o kefir sdo produzidos em forma de
fermentado lacteo, pellets, capsulas ou liofilizados em pd. No Brasil, ha pelo menos cinco
centros de producdo de imunobiol6gicos que adquiriram a matriz original e a adaptaram de
acordo com as necessidades de utilizagdo e comercializacdo. A matriz densa é constituida por
varias espécies de bactérias acido-lacticas, bactérias acido-acéticas e leveduras presentes no
kefir: Lb. helveticus, Lb. kefiranofaciens, Lb. paracasei, Lb. kefiri, Lb. delbruecki, Lb.
acidophilus. Lb. crispatus, Lb. gallinarum, Lb. fornicalis, Bifidobacterium breve, Lactococcus
lactis, Enterococcus faecium, Kluyveromyces marxianus, Kazachstania unispora, Pichia
fermentans e Sach. cerevisiae (LEITE et al., 2012). No Estado de Pernambuco, Brasil, esse
composto foi modificado para possuir somente a matriz densa das varias espéecies de
bacterias.

Embora alguns dos beneficios do uso da mistura de probidticos kefir para a saide
humana estejam mais relacionados as desordens gastrointestinais, efeito imunoestimulatério
na mucosa intestinal vem sendo avaliado essencialmente em animais (FIGLER et al., 2006).

Estudo conduzido em ratos, utilizando a matriz bacteriana do kefir por dois, cinco e
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sete dias, mostrou o aumento da producéo de citocinas IL-1a, INF-y, TNF-q, IL-6 e IL-10 nos
macrdfagos peritoneais e nas células aderentes das placas de Peyer, caracterizando uma
atividade de estimulo imunoldgico da mistura de probidticos (VINDEROLA et al., 2006).

Em outro estudo, também conduzido em ratos, utilizando a matriz bacteriana do kefir
por dois, cinco e sete dias consecutivos, mostrou também um efeito imunomodulador da
mistura de probidticos. Dosagem das IgA e IgG foram determinadas por cortes histolégicos
do intestino delgado e grosso. Citocinas IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, INF-y e TNF-o foram
determinadas no fluido intestinal e soro sanguineo. A IL-6 foi também determinada no
sobrenadante de uma cultura de células epiteliais do intestino delgado. O estudo mostrou que
houve um aumento de IgA no intestino delgado e grosso, este aumento foi acompanhado por
aumento da IL-4, IL-10, IL-12, INF-y e IL-6 no intestino. Todas as citocinas que tiveram
aumento na lamina propria do intestino também apresentaram aumento no soro do sangue, 0
que refletiu um efeito de imunoestimulacdo alcancado inicialmente na mucosa do intestino
(VINDEROLA et al., 2006).

Realizando uma busca em bases de dados eletrénicas, sobre resposta imunolégica do
uso do kefir em humanos, foram encontrados 34 estudos com resultados clinicos e um ensaio
clinico randomizado avaliando o comportamento de citocinas proinflamatérias em individuos
que apresentaram mucosite ap0s quimioterapia para cancer coloretal. Neste estudo, um total
de 40 pacientes, com 19 a 75 anos de idade, foram randomizados para receber kefir ou
placebo. Niveis séricos das citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-o apresentaram aumento sem
diferenca estatistica nos dois grupos (TOPUZ et al., 2008).

A propriedade de imunoestimulacdo que algumas misturas de probidticos exercem na
mucosa intestinal de animais e humanos possibilita a identificacdo de bactérias e/ou leveduras
potencialmente envolvidas em gerar benéficos clinicos a satde humana. Pesquisas com
mistura de probioticos, que ja se configuram como seguros e que apresentam resultados
clinicos em estudos anteriores, permitem serem utilizados em outros estudos de intervencgdo e

até em outras condi¢es clinicas para que novos resultados possam ser avaliados.
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1.3 JUSTIFICATIVA

A sibiléncia recorrente é a expressao clinica do acometimento do trato respiratério
inferior por uma variedade de doencas, sendo as infecgBes respiratorias e a asma as mais
frequentemente identificadas nos lactentes. Na magnitude deste problema, existe uma
complexa interacdo entre fatores hereditarios e ambientais, que estdo diretamente envolvidos
no desenvolvimento e modulagdo do sistema imunolégico em fase inicial da vida.

Dentre os fatores ambientais, as alteracbes na microbiota intestinal afetam
profundamente a resposta imune do ser humano. Tendo em vista que a reduzida diversidade
da microbiota intestinal, a insercdo precoce de bactérias patogénicas ambientais logo ao
nascimento e o uso crescente de antibidticos podem favorecer a disbiose intestinal e promover
0 surgimento de diversas enfermidades, estratégias de intervencGes no inicio da vida
permitem estabelecer um equilibrio nas células imunes Th1/Th2 e Treg e suas citocinas,
alcancadas com o uso de microrganismos benéficos conferido aos probioticos.

Diante da possibilidade dos probioticos atuarem como imunomoduladores das
respostas imunes iniciadas na mucosa intestinal e com possivel reflexo em sitios distantes
como o trato respiratério, este estudo propde avaliar o uso de probidticos como adjuvante ao

tratamento do lactente com sibilancia recorrente.

1.4 HIPOTESES

O uso de probioticos no tratamento das infecgdes respiratdrias na infancia, importante

causa de sibilancia no lactente, promove beneficios clinicos.

Probioticos tem impacto clinico positivo como adjuvante no tratamento do lactente

sibilante e estimulam in vitro citocinas das vias Thl e T regulatodrias (IL-10, IL-12 e INF-y).
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral

Avaliar o uso de probi6ticos no tratamento da sibilancia recorrente do lactente.

1.5.2 Objetivos especificos

e Realizar revisdo sistematica de ensaios clinicos randomizados que utilizaram

probidticos no tratamento das infecgBes respiratorias superior e inferior na infancia.

e Avaliar o impacto clinico do uso de uma mistura de probidticos em lactentes com

sibilancia recorrente e a expressdo das citocinas IL-10, IL-12 e INF-y in vitro.
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2 CAPITULOII

2.1 METODOS

=  Meétodos da Revisao Sistematica

Inserido no prdprio artigo-1, este topico apresenta em detalhes o protocolo de pesquisa
utilizado, critérios de elegibilidade dos ensaios clinicos randomizados, defini¢des dos termos
de busca, estratégia de pesquisa dos estudos nas quatro bases de dados eletrénicas, extragdo

dos dados e avaliacdo da qualidade e risco de viés.

=  Métodos do Ensaio Clinico Randomizado

Descritos em topicos que se seguem com o delineamento do estudo, visa apresentar

em detalhes todo o processo de construcao do artigo-2.

2.1.1 Delineamento do estudo

Estudo experimental, ensaio clinico randomizado duplo-cego, paralelo, placebo
controlado, conduzido em lactentes com sibilancia recorrente atendidos no Ambulatoério do
Lactente Sibilante no Centro de Pesquisas em Alergia e Imunologia — Hospital das Clinicas —
Universidade Federal de Pernambuco (HC/UFPE), no periodo de Abril de 2014 a Abril de
2015.

2.1.2 Populacéo do estudo

A populagdo do estudo foi composta por lactentes, com seis a 24 meses de idade, que
apresentavam trés ou mais episodios de sibilancia em periodo de seis meses, com a ocorréncia

de pelo menos uma das exacerbagdes nos Gltimos trés meses do atendimento inicial.
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2.1.2.1 Critérios de Incluséo

e |dade de seis a 24 meses;

e Sibilancia recorrente, pelo menos trés episddios em seis meses, com pelo menos uma
exacerbacao nos ultimos trés meses;

e N4o ter sido iniciado tratamento de manutencdo com corticosteroide inalatério, até a

consulta inicial no ambulatoério de lactente sibilante do HC/UFPE.

2.1.2.2 Critérios de Exclusdo

e Lactentes que apresentassem: comprometimento nutricional importante (< -3 score Z),
malformacg6es congénitas das vias aéreas, fibrose cistica, doencas crénicas em outros
sistemas, distarbios respiratorios perinatais (displasia broncopulmonar), bronquiolite
obliterante, alergia a proteina do leite de vaca, tumores intratoracicos, tuberculose
pulmonar, imunodeficiéncias congénitas e prematuridade;

e Exposicdo prévia, ou em mesmo periodo do estudo, de outros produtos contendo
probidticos;

e Lactente em uso de anti-leucotrienos no periodo do estudo;

e Uso de antibi6ticos nas Ultimas quatro semanas antes de iniciar a intervencéo;

e Lactentes matriculados em outros estudos ou ensaios clinicos.
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2.1.3 Calculo do tamanho da amostra

O tamanho estimado da amostra foi calculado pelo software MedCalc, versao 15.4. Na
pesquisa de ensaios clinicos randomizados publicados e os ndo publicados (registrados no
ClinicalTrials) para avaliacdo do uso de probioticos no lactente com sibilancia, foram
encontrados cinco estudos com métodos bastante heterogéneos: quatro ensaios clinicos de
intervencdo e seguimento que ndo encontraram diferenga significativa dos eventos
relacionados com asma no grupo probidtico em relagdo ao placebo (ABRAHAMSSON et al.,
2013; JENSEN et al., 2012; ROSE et al., 2010; WEST; HAMMARSTROM; HERNELL,
2013) e um ensaio clinico com intervencado perinatal e pos-natal com associacao dos niveis de
citocinas Th1/Th2 com sibilancia (ABRAHAMSSON et al., 2011).

O presente estudo usou como base para o célculo do tamanho da amostra um ensaio
clinico multicéntrico, randomizado, duplo-cego, com 75 lactentes menores de sete meses (36
lactentes do grupo simbidtico e 39 do grupo placebo) no qual a ocorréncia de sibilancia foi
menor no grupo simbidtico do que no placebo com 2,8% versus 30,8% (VAN DER AA et al.,
2011). Assumindo um nivel de significancia < 5%, com um poder do estudo de 80%, o
tamanho da amostra calculado foi de 27 pacientes para cada grupo.

Esperando que no seguimento destes pacientes houvesse perdas consideradas de até
10% do numero de pacientes do inicio do estudo, foi acrescentado em cada grupo um
percentual de 10% de lactentes sibilantes, perfazendo um tamanho total da amostra de 30
pacientes para cada grupo, nimero este que pode ser considerado suficiente para se analisar
sobre o efeito desejado e rejeitar ou aceitar a hipdtese de nulidade.
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2.1.4 Variéaveis do estudo

Tabela 1. Variaveis utilizadas no artigo - 2

Variaveis Fatores de risco

Idade Considerada em meses, na primeira consulta. Variavel: discreta.

Sexo Masculino e feminino. VVariavel: nominal.

Peso Em gramas. Variavel: continua.

Estatura Em centimetros. Variavel: continua.

Rinite Presenca de espirros, prurido, obstrucao e rinorréia mais que 04 dias na
semana e mais de 04 semanas consecutivas, de acordo com o Allergic
Rhinitis and its Impact on Asthma (ARIA). Variavel: nominal.

Eczema Presenca de eczemas principalmente na face que geralmente poupam o

magcico central e apresentacdo generalizada (critérios clinicos de Hanifin
e Hajka). Variavel: nominal.

Parto cesariana

Via de nascimento do lactente submetido a consulta. VVariavel: nominal.

Tempo de
amamentacao

exclusiva

Tempo de livre oferta do leite materno pela genitora, sem adicdo de

liquidos ou outros alimentos. Variavel: discreta (em meses).

Tabagismo na

gravidez

Uso de cigarro, em qualquer quantidade, durante a gravidez. Variavel:

nominal.

Tabagismo no

Uso de cigarro, em qualquer quantidade, por pessoas que residem em

domicilio mesmo domicilio. VVariavel: nominal.
Frequentar Permanéncia em um ou dois turnos em creche, por trés ou mais dias da
creche semana. Variavel: nominal.

Exposic¢éo aos
alérgenos de

animais

Presenca de animais (gato, cdo, passaros, coelho) em domicilio

atualmente. Variavel: nominal.

Exposicédo ao
mofo ou

umidade

Presenca de bolor ou ambientes com paredes Umidas ou molhadas
permanentemente, em domicilio que reside a maior parte do tempo.

Variavel: nominal.

1° episodio de
infeccdo

respiratoria

Presenca de resfriado (em meses de vida). Variavel: discreta.
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1° episodio de

sibilancia

Presenca de sibilancia diagnosticada pelo médico (em meses de vida).

Variavel: discreta.

Internamento

pela sibilancia

Identificado pelo relato dos pais ou resumo de alta hospitalar.

Variavel: nominal.

Poluicéo

atmosférica no

Presenca de fumaca de fabricas, alto trafego de veiculos, queimada de

lixo proximo a residéncia. Variavel: nominal.

ambiente
Numero de Quantidade de irméos(as) que residem ou ndo com o lactente.
irmaos (as) Variavel: discreta.

Pessoas que
residemem

mesma casa

Quantidade de pessoas, familiares ou néo, que residem com o lactente

em mesmo domicilio. Variavel: discreta.

Escolaridade da

mae

Definido como educacdo basica (8 anos ou menos), educacdo média ou
secundaria incompletas (9 a 11 anos) e educacdo meédia e secundaria

completa e nivel superior (12 ou mais anos). Variavel: nominal.

Teste cutaneo

Realizacdo do teste cutaneo de hipersensibilidade imediata em regido

volar do antebrago. Variavel: nominal.

Eosinéfilos

Contagem em valores absolutos em sangue. Variavel: discreta.

Dosagem de IgE
total

Dosagem sanguinea. Variavel: discreta.

Parametros clinicos - variaveis dependentes

Dados clinicos
da visita 1 (V1),
apos 8 semanas
(V3) e no
seguimento até
16 semanas (V4)

Ida a emergéncia pela sibilancia, ocorréncia de episodios de sibilancia,
numero de episddios de sibilancia, n° de dias de sibilancia, dias de B2
para sibilancia, uso de corticosteroide oral para sibilancia.

Variaveis: nominal e discreta.

Citocinas - variaveis dependentes

Resultados da
cultura de
sangue total de
pacientes que

usaram a

Citocina produzida por macrofagos, celulas dendriticas, células T
reguladoras cuja funcdo principal é inibir os macrofagos ativados e
manter o controle homeostatico das rea¢Bes imunes inatas e adaptativas.
Variaveis: continuas.

Foram considerados os resultados da citometria de fluxo no Laboratério
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mistura de
probioticos ou
placebo (pré e
pos da IL-10)

de analise Aggeu Magalhées-Fiocruz, gerados pelos estimulos:
PHA (IL-10)

Der p (IL-10)

Pb (probidtico) (I1L-10)

Meio (IL-10).

Resultados da
cultura de
sangue total de
pacientes que
usaram a
mistura de
probidticos ou
placebo (pré e
pos da IL-12)

Citocina produzida por macréfagos e células dendriticas com fungdo de
ativar as células natural killer (NK). Estimula a produgéo de interferon-
gama pelas células NK, aumentando a atividade citotoxica e promove 0
desenvolvimento das células Th1. Variaveis: continuas.

Foram considerados os resultados da citometria de fluxo no Laboratdrio
de analise Aggeu Magalhdes-Fiocruz, gerados pelos estimulos:

PHA (IL-12)

Der p (IL-12)

Pb (IL-12)

Meio (IL-12).

Resultados da
cultura de
sangue total de
pacientes que
usaram a
mistura de
probidticos ou
placebo (pré e
pés do INF-y)

Citocina produzida pelas células NK, células CD4+ T e células CD8+ T
cuja funcéo principal é ativar os macr6fagos nas respostas imunes inatas,
além de inibir infec¢es virais. Variaveis: continuas.

Foram considerados os resultados da citometria de fluxo no Laboratorio
de analise Aggeu Magalhaes-Fiocruz, gerados pelos estimulos:

PHA (INF-y)

Der p (INF-y)

Pb (INF-y)

Meio (INF-v).

= Categorizacao e tabulacdo das variaveis

As informacgdes foram digitadas em dois bancos de dados (dupla entrada) para

identificar eventuais inconsisténcias no processo de digitacdo, utilizando-se o programa
Microsoft Office Excel 2013 (APENDICE A).
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2.1.5 Operacionalizacao da Pesquisa

Os lactentes sibilantes, que tiveram acesso ao ambulatério especializado HC/UFPE
por procura espontanea ou por encaminhamento de outros servigos de salde, foram atendidos
seguindo um protocolo de investigacao rotineira do servico.

Nesta consulta inicial foi realizada a investigacdo clinica com detalhamento da histéria
da sibilancia através de um formulario, com perguntas abertas e fechadas (APENDICE B).
Esse formulario foi construido utilizando algumas questfes do Estudo Internacional sobre
Sibilancia em Lactentes (QE-EISL) (ANEXO A) relacionadas aos fatores de risco hereditarios
e ambientais. Em mesma consulta foi realizado exame clinico por uma especialista
(pneumologista pediéatrica) e realizacao do teste cutaneo de hipersensibilidade imediata (Prick
Test) com extratos de aeroalérgenos padronizados para acaros, epitélio de cdo, epitélio de
gato, barata e fungos e para alérgenos alimentares como as proteinas do leite de vaca e
clara/gema do ovo, por serem o0s alérgenos mais frequentemente associados a
hipersensibilidade na infancia. Outros exames como contagem de eosinofilos, dosagem de IgE
total sanguinea e radiografia de torax foram solicitados para serem entregues em consultas
seguintes.

Para todos os lactentes que necessitassem de medicacOes para controle da sibilancia
recorrente era iniciado corticosteroide inalatorio (dipropionato de beclometasona HFA —
50mcg spray) em doses de 100mcg/dia, para o tratamento convencional estabelecido nos
guidelines e recomendagdes cientificas (International consensus on ICON pediatric asthma,
PRACTALL, Global Strategy for the Diagnosis and Management of Asthma in Children 5
years and Younger). Foi fornecido durante a consulta um espacador (AgaChamber — com
mascara) e instrucdes adequadas de uso durante a consulta. Orientacfes escritas do controle
ambiental (j& disponiveis no Centro de Pesquisas em Alergia e Imunologia HC/UFPE) foram
fornecidas (ANEXO B), além do plano de acdo escrito com medica¢Bes de resgate (B2
adrenérgico — salbutamol) para eventuais intercorréncias de sibilancia até a obtencdo
adequada do controle.

Os lactentes sibilantes, ainda em atendimento ambulatorial de rotina, foram
identificados quanto aos critérios de elegibilidade (APENDICE C) para participarem do
estudo. Os pais elou responsavel legal dos menores considerados elegiveis foram

detalhadamente informados dos objetivos, etapas, riscos e beneficios do ensaio clinico e
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convidados a participar, 0os que concordaram com a participacdo dos seus filhos (as)
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE D).

2.1.5.1 Geragéo da Sequéncia Randomizada de Alocagdo

Os lactentes sibilantes foram designados aleatoriamente para o grupo probidtico ou
grupo placebo, usando técnica de randomizagdo simples com nimeros iguais de participantes
para cada grupo.

A randomizacéo foi gerada pelo programa computacional: Randomization Plan com
acesso ao site - http://www.randomization.com realizado por uma profissional fisioterapeuta
(CSFRL) néo envolvida no estudo (ANEXO C).

O mecanismo utilizado para implementar a sequéncia de alocagcdo randomizada foi
através de recipientes numerados sequencialmente. Estes recipientes armazenavam 0S
produtos probidticos ou placebo com as mesmas caracteristicas organolépticas e em mesma
quantidade. A numeracao dos recipientes e a ocultacdo da sequéncia também foram realizadas
pela mesma profissional (CSFRL), ndo envolvida no estudo, que gerou a randomizacdo e a
manteve em sigilo até o final do estudo.

Os recipientes foram entregues pela pesquisadora do ensaio clinico e por uma
estudante de iniciacdo cientifica de Medicina da UPE (BPSS), na sequéncia da alocacdo

randomizada.

2.1.5.2 Mascaramento

Tanto para os pais ou responsaveis legais dos lactentes sibilantes inscritos no estudo,
guanto para a pesquisadora do ensaio clinico, para os técnicos laboratoriais e para 0 assessor
estatistico foi realizado o mascaramento. Ao final do estudo, para avaliar se os pais e/ou
responsavel legal ou os pesquisadores envolvidos no estudo se mantiveram “cegos”, foram
convidados a tentar adivinhar as designacfes do tratamento que foram distribuidos aos

lactentes sibilantes. Caso uma propor¢do maior que o esperado acertasse, a discussao do


http://www.randomization.com/
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artigo original sobre os achados deveria incluir uma avaliagdo sobre os potenciais 48ieses

desse “descegamento” parcial.

2.1.5.3 Descrigéo do Ensaio Clinico

Os lactentes sibilantes considerados elegiveis ao estudo tiveram um periodo de
observacdo de duas semanas para realizarem e fornecerem os exames de rotina (contagem de
eosinofilos, dosagem de IgE total sanguinea e radiografia de térax).

Na visita 1 (V1), foi realizada a primeira coleta de sangue para cultivo do sangue total
e posterior deteccdo dos niveis de citocinas I1L-10, IL-12 e INF-y no sobrenadante de cultura.
Em seguida os pais elou responsavel legal receberam o0s recipientes numerados
sequencialmente contendo em cada recipiente 60 sachés de probidticos ou de placebo com as
mesmas caracteristicas de cor, cheiro, sabor, consisténcia e quantidade.

A mistura de probidticos (kefir, BioLogicus Co. Ltda., Recife-PE, Brasil) foi composta
por varios tipos de bactérias acido-lacticas, bactérias acido-acéticas e leveduras da matriz
densa do kefir (Quadro 1). Esta mistura foi submetida a um processo de fermentacdo em leite
bovino e liofilizacdo, e o produto final embalado em sachés de 1g, lacrados, rotulados e
identificados com os requisitos de armazenamento e posologia. As concentracBes finais
apresentaram contagens na ordem de 1,0 x 10® UFC/g para bactérias acidos lacticas e 1,0 x
10° UFC/g para leveduras. Testes de qualidade e viabilidade microbiolégica (ANEXO D)
foram fornecidos pelo laboratério de pesquisa ao final do estudo e a mistura de probioticos
fornecida é encontrada comercialmente disponivel em todo o pais.

O placebo foi amido de mandioca, ndo apresentando nenhuma carga microbiana, com
odor, cor, sabor e textura similares aos da amostra que continha probidticos. Igualmente
foram embalados contendo 1g em sachés plasticos lacrados, rotulados e identificados com os
requisitos de armazenamento e posologia, 0s quais poderiam ser mantidos em ambiente

ventilado, longe de umidade ou calor excessivo, ou armazenados no refrigerador.
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LACTOBACILOS L. brevis — L. cellobiosus — L. acidophilus — L. casei ssp.alactosus — L. casei
ssp.rhamnosus — L. casei — L. paracasei ssp.paracasei — L. helveticus
ssp.lactis — L. delbrueckii ssp.lactis - L. delbrueckii ssp.bulgaricus — L. latis —
L. fructivorans — L. rilgardii — L. kefir — L. kefiranofaciens — L. kefirgranum

ssp. — L. parakefir ssp.

LACTOCOCCOS/ L. lactis ssp.lactis — L. lactis var. diacetylactis — L. lactis ssp.cremoris — S.
STREPTOCOCCOS salivarius ssp.thermophilus — S. lactis — Enterococcus durans — Leuconostoc

cremoris — L. mesenteroides.

LEVEDURAS Kluyveromyces lactis — K. marxianus var.marxianus — K. bulgaricus — K.
fragilis — Candida kefir — C. pseudotropicalis — C. tenuis — C. rancens —

Saccharomyces lactis — S. carlsbergensis — S. ssp.torulopsis holmii.

ACETOBACTER Acetobacters acetl — A. rasens

Quadro 1. Mistura de probidticos contido nos sachés.

Foram fornecidas instrucbes aos pais e/ou responsavel legal de como utilizar e
armazenar o recipiente contendo os 60 sachés. O uso de cada saché contendo 1g do produto
da intervencdo (probidticos ou placebo) consistia em dissolver o conteido em p6 em uma
colher de suco, leite ou iogurte e oferecer a crianca, preferencialmente na primeira refeicdo do
dia, uma vez ao dia durante 60 dias — um saché de 1g para cada dia. Para um possivel controle
do uso dos produtos, os pais e/ou responsavel legal traziam os sachés vazios nas visitas (V2 e
V3), apds 30 dias e 60 dias de intervencdo, respectivamente, como forma de demonstrar o
cuidado dos pais em seguir as recomendacdes e orientacdes de uso. Assim como em todos 0s
estudos de intervencdo a certeza de que os sachés foram administrados de forma correta
permanecera questionavel.

Na sequéncia, foi entregue a ficha intervencéo-diario do lactente aos pais e fornecido
explicacbes de como preencher. Durante 60 dias do uso do produto, os pais e cuidadores da
crianca iriam anotar os episodios de “chiado”, dias de duragdo, se conduziram a crianga ao
atendimento a emergéncia e quais as medicacdes que foram utilizadas na emergéncia e em
casa (APENDICE E).

O tratamento com o corticosteroide inalatério foi mantido e orientado aos pais e
cuidadores que ndo suspendessem, apesar do uso do produto (probidticos ou placebo) que

estava sendo fornecido.
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A visita 2 (V2) ocorreu ap6s quatro semanas de iniciada a intervencdo, neste momento
era realizado avaliacdo médica e conferida regularidade do uso da medicacdo inalatoria
(beclometasona — 100mcg/dia) e do produto fornecido (probioticos ou placebo). A ficha
intervencdo-diario era avaliada quanto ao correto preenchimento caso a crianca apresentasse
novos episodios de sibilancia.

Com oito semanas de intervencao, na visita 3 (V3), foi realizada a segunda e Gltima
coleta de sangue para cultivo do sangue total e deteccdo dos niveis de citocinas IL-10, 1L-12
e INF-y no sobrenadante de cultura. Os lactentes foram submetidos a nova avaliacdo médica,
a ficha intervencéo-diario foi recebida e fornecida a ficha seguimento-diario para as préximas
oito semanas de avaliacdo (Figura 4). Neste momento, todos os lactentes sibilantes foram
orientados a manterem seus corticosteroides inalatérios em mesma dose, como parte das
recomendacfes e consensos gque orientam um tempo de oito a 12 semanas de tratamento para
reavaliacdo e ajuste das doses (Figura 4).

Na altima visita do ensaio clinico (\V4), foi realizada nova avaliacdo médica e recebida
a ficha seguimento-diario do paciente. Foram ajustadas as doses dos corticosteroides
inalatérios para mais ou menos, a depender da gravidade e frequéncia das crises de sibilancia.

Todos os lactentes encontram-se atualmente assistidos com consultas agendadas para

prosseguimento da avaliacdo clinica.

(8 SEMANAS) (8 SEMANAS)
-2 -1 0 4 8 — l6sem
Observacdo Periodo de intervencio Periodo de seguimento
A W1 W2 W3 V4
A Exame médico + coleta de sangue (eosindfilos, IgE total) + radiografia de torax

V1 Randomizacio em probidticos ou placebo + 1° coleta (citocinas: IL-10, IL-12 e

2 Exame médico + avaliacido do uso dos produtos ¢ do correto preenchimento da
ficha diario.

V3 Exame meédico + resgate da ficha intervencio-diario + 2* coleta (citocinas: TL-

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

V4 | Exame médico + avaliacio da ficha seguimento-diario.

Figura 4. Fluxograma do ensaio clinico.
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2.1.6 Coleta de dados

=  Formulario da anamnese

Construido com algumas perguntas do QE-EISL, acrescido de dados gerais de
identificacdo e informacbes socio-demograficas, este formuldrio € um instrumento de

investigacao utilizado no Ambulatério do Lactente Sibilante HC/UFPE.

= Avaliacdo clinica

Os lactentes sibilantes tiveram avaliagdo médica a cada consulta realizada (visitas 1, 2,
3 e 4). Orientacbes ambientais eram reforcadas e o uso do corticosteroide inalatorio
(dipropionato de beclometasona HFA 50mcg — 02 jatos por dia) e do espagcador com maéscara
facial (AgaChamber, Agaplastic) foram verificados em cada visita, solicitando que os pais
e/ou responsavel legal demonstrassem a forma de administrar no lactente. A escolha deste
corticosteroide inalatério foi motivada pelo facil acesso e distribui¢do gratuita nas farmacias
de todo o pais por contemplar o programa Farmacia Popular do Brasil.

Um plano de acdo escrito para tratamento das crises de sibilancia foi também
fornecido e na prescricdo constava o uso da medicacdo (salbutamol spray 100mcg),
administrado com o uso do espacador, na dose de dois a trés jatos de 4/4 horas durante uma

intercorréncia de sibilancia.

= Auvaliacdo antropométrica

Todos os lactentes sibilantes tiveram seu peso e estatura avaliados pela equipe médica
e foram devidamente colocados nos graficos para definicdo da situagdo nutricional. Foram
usadas balangas digitais para peso (em gramas) e antropdmetros.

Para o peso foi utilizado balanca do tipo eletrénica, com divisdes de 10g e capacidade
de até 16kg. Para afericdo dessa medida a crianca ficou despida e descal¢a. Para a estatura a
crianca ficou deitada e, com o auxilio de régua antropométrica sobre uma superficie plana, foi

feita a medicdo em centimetros.
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2.1.7 Exames in vivo e in vitro

= Teste cutaneo de hipersensibilidade imediata

Para o teste cutaneo de hipersensibilidade imediata (Prick Test), realizado pela
pesquisadora, foi inicialmente conduzida a higienizacdo da pele com alcool a 70%. Apds
secagem, foi colocada uma gota de extrato padronizado de cada antigeno estudado (FDA
Allergenic®), na face volar do antebrago da crianga com a distancia de 2cm de cada extrato.
Em seguida ao gotejamento, foi realizado punctura com lanceta estéril para penetracdo do
extrato na epiderme. O teste de controle positivo foi com solucdo de cloridrato de histamina a
9% e o controle negativo com solucéo fisioldgica 0,9%.

O teste foi considerado positivo quando o maior didmetro da papula formada foi
superior a 3mm do controle negativo. A leitura com paquimetro foi realizada ap6s 15 minutos
da punctura. Os extratos de aeroalérgenos foram: Dermatophagoides pteronyssinus,
Dermatophagoides farinae, Blomia tropicalis, fungo mix (Alternaria alternata e Aspergillus
fumigatus), barata mix (Periplaneta americana e Blatella germanica), epitélios de céo e gato;
os alérgenos alimentares foram: alfa-lactoalbumina, beta-lactoglobulina, caseina, clara e gema

de ovo.

» Dosagem de IgE total e contagem de eosinofilos sanguineos

Sangue venoso dos lactentes sibilantes foi coletado no Laboratdrio Marcelo Magalhdes
(Recife-PE), para realizacdo da dosagem de IgE total e da contagem de eosindfilos no
leucograma. Para a dosagem de IgE total foram utilizados 3mL em tubo sem anticoagulante e
para o leucograma foram necessarios 4mL de sangue, total de sangue desta coleta: 7mL.

O método utilizado para o leucograma foi o Coulter (Coulter® LH 750 hematology
analyzer, Beckman Coulter, Inc.) — com revisdo da lamina, tendo como valores de referéncia
para eosin6filos: absoluto (0 — 500/mm?) e relativo (1 — 7%) e sendo considerado aumentado
quando > 500/mm®. Para a dosagem de IgE total foi utilizado o método de
eletroquimioluminescéncia com valor de referéncia considerado elevado para a faixa etéria de

seis a 24 meses > 60 Ul/mL.
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2.1.8 Avaliacéao das citocinas

= Otimizacao das cinéticas

Para a realizagéo da cultura de sangue e posterior dosagem das citocinas dos lactentes
sibilantes, foi necessario antes identificar o melhor tempo, a concentagéo de probioticos ideal
para o estimulo e a melhor resposta das citocinas com a realizagdo das cinéticas (Tempo
versus Resposta) e (concentragdes dos Probidticos versus Resposta).

Apos consentimento e assinatura do TCLE pelos pais e/ou responsavel legal, o sangue
de seis individuos (trés criancas com sibilancia recorrente e trés criancas saudaveis do
ambulatdrio de pediatria geral) foi coletado para estabelecer o tempo e a concentragdo 6tima
de cultivo para detecgdo das citocinas. Inicialmente 100 microlitros de sangue total (ST)
colhidos em tubos contendo heparina sédica (BD Vacutainer®) foram depositados em placas
de 24 pocos de cultura (Corning Costar®) na presenca de meio de cultivo RPMI 1640
contendo L-glutamina — 2,05mm e bicarbonato de sodio — 2g/L (LGC Biotecnologia®) e
enriquecido com soro bovino fetal (SIGMA) a 10% e solugdo de penicilina — 100 U/mL e
estreptomicina  — 100pug/mL  (SIGMA) em diferentes estimulos de cultivo:
Phytohemagglutinin A (PHA) (GIBCO™/Invitrogen Corporation) 5ug/mL, antigenos de
Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) (FDA Allergenic) 10ug/mL, mistura de probidticos
(Pb) a 1,0 x 10" UFC/mL, 1,0 x 10° UFC/mL, 1,0 x 10° UFC/mL e 1,0 x 10* UFC/mL; e sem
nenhum estimulo (Meio). O volume final das culturas foi de 1,0mL.

As placas foram incubadas em temperatura de 37°C na presenca de 5% de CO, por
16h, 24h e 48h. Apds esses periodos de cultivo, os sobrenadantes de cultura foram coletados e
centrifugados (200xg por 2 minutos) e armazenados a -20°C até a realizacdo do ensaio para a
deteccdo das citocinas. A escolha do melhor tempo e da concentracdo de probiotico foi
baseada na obtencdo da relacdo das médias de detec¢do das citocinas dos pacientes/médias de
deteccdo das citocinas dos controles. Desta forma, a concentracdo O6tima da mistura de
probiéticos (Pb) foi 1,0 x 10° UFC/mL e o melhor tempo de cultivo foi 16h (Figura 4, Figura
5 e Figura 6).
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= Coletas sanguineas para dosagens de citocinas

As coletas de sangue para cultura e posterior dosagens das citocinas foram realizadas

em dois momentos: na visita 1 (V1) — 4,0mL e apds 60 dias na visita 3 (V3) — 4,0mL.

= Cultivo do sangue total

Um 57ililitro de sangue total foi depositado em placas de 24 pocgos de cultura na
presenca de 1mL de meio RPMI 1640 contendo L-glutamina — 2,05mm e bicarbonato de
sodio — 2g/L (LGC Biotecnologia®) e enriquecido com soro bovino fetal (SIGMA) a 10% e
solucdo de penicilina — 100 U/mL e estreptomicina — 100ug/mL (SIGMA) em diferentes
condicbes de cultivo: Phytohemagglutinin A (PHA) (5ug/mL), antigenos de
Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) (10pg/mL), mistura de probidticos (Pb) a 1,0 x 10°
UFC/mL e sem nenhum estimulo (Meio) durante o periodo de 16h de cultivo. As placas
foram incubadas a 37°C na presenca de 5% de CO, por 16h. Ao final desse cultivo, os
sobrenadantes de cultura foram coletados e centrifugados (200xg por 2 minutos) para serem

armazenados a -20°C até a realizagdo do ensaio para a detec¢éo das citocinas.

= Deteccdo dos niveis de citocinas no sobrenadante de cultura

Os niveis de citocinas dos sobrenadantes de cultura foram quantificados através do
sistema Cytometric Bead Array (CBA) Flex Sets, seguindo a instru¢do do fabricante BD™
(Becton Dickson Biosciences, San Diego, EUA). Primeiro, 25ulL da mistura de beads de
captura, marcadas com anticorpos monoclonais anti-1L-12/I1L23p40, anti-IL-10 e anti-IFN-y
(Becton Dickson Biosciences, San Diego, EUA) com diferentes intensidades de fluorescéncias
(canais FL3 ou FL4) foram transferidos para tubos de citometria (Corning Costar®)
destinados as amostras a serem testadas e ao controle negativo. Em seguida, 25 pL das
amostras de sobrenadante foram adicionados aos seus respectivos tubos, que foram incubadas
por 1h a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Subsequentemente foram adicionados 25uL
do reagente de deteccdo contendo anticorpos anti-citocinas alvos conjugadas a Phycoerythrin
(canal FL2). As misturas foram incubadas por 2h a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Apos a incubacdo, as esferas de captura foram lavadas com 0,5mL de solucdo de lavagem e
centrifugadas a 200xg por 5 minutos. Cuidadosamente, o sobrenadante foi descartado por

inversao do tubo e 300uL de solugao tampao foram adicionados para ressuspender as esferas.
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As beads foram adquiridas dentro de 24h utilizando o citometro de fluxo FACScalibur
(Becton Dickson Immunocytometry Systems™) do Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CpgAM) / Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). As
analises foram realizadas através do Software FCAP Array versdo 3.01 (Becton Dickson),
onde uma curva-padrdo é elaborada utilizando uma diluicdo seriada dos padrfes de citocinas.
O limiar de deteccdo da IL12/1L23p40 dado pelo kit é de 40 — 10.000pg/mL e das demais
citocinas € de 10 — 2.500pg/mL. Os resultados das dosagens das citocinas foram expressos em

pg/mL.

2.1.9 Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados em forma de tabelas e graficos com suas respectivas
frequéncias absoluta e relativa. As variaveis numéricas foram representadas pelas medidas de
tendéncia central e medidas de dispersdo. Para as variaveis quantitativas foi utilizado o teste
de normalidade de Kolmogorov-Smirnov.

Analisando os fatores de risco no grupo probidtico e no grupo placebo foram
utilizados o Teste qui-quadrado e o0 Teste exato de Fisher para as variaveis categoricas e 0
Teste t Student para as variaveis numéricas.

Para comparar os resultados clinicos intergrupos, nas visitas (V1, V3 e V4), foram
utilizados os testes ndo paramétricos qui-quadrado e Teste exato de Fisher para as variaveis
nominais e Teste de Mann-Whitney para as variaveis discretas.

Para avaliagdo dos valores das citocinas IL-10, 11-12 e INF- y nos grupos probidticos e
placebo, nas visitas (V1 e V3), foram utilizados o Teste t Student pareado e Wilcoxon. Na
comparagdo das citocinas intergrupos foram utilizados o Teste t Student e o Teste de Mann-
Whitney.

Todos os testes foram aplicados com 95% de confiancga, considerando significativos os
valores de p < 0,05. Foram utilizados os Softwares SPSS 22.0 para Windows® (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) e o Excel 2013.
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2.1.10 Aspectos Eticos

Os pais e/ou responsavel legal tiveram todas as informacBes necessarias, prestadas
pela médica pesquisadora, sobre a que se propunha o estudo e 0s que concordaram, assinaram
0 TCLE. Os pais poderiam, no entanto, negar-se a participar ou retirar-se do estudo em
qualquer fase da pesquisa sem que houvesse detrimento no atendimento da crianca.

Nas situacOes de perda de seguimento ou na presenca de efeitos adversos ao uso dos
produtos, a crianca poderia ser retirada do estudo, sem que fosse excluida da analise final. O
estudo poderia ser interrompido ou a pesquisa encerrada caso apresentasse qualquer efeito
secundario inesperado e de alto risco ou em situacdes que impossibilitassem a coleta de dados
no momento apropriado.

Aos pais foi informado que a pesquisa teria garantia do sigilo absoluto e
confidencialidade das informagdes prestadas e que os resultados poderiam ser divulgados
publicamente, entretanto a identidade dos filhos (as) seria preservada. Foi exposto ainda que
ndo haveria despesa pessoal ou compensacao financeira relacionada a participacdo do menor.

Quanto ao uso dos probidticos, a empresa BioLogicus ja& vem comercialmente
realizando a venda de seus produtos no mercado local, regional e nacional, com publicacdes
de trabalhos cientificos no cenario nacional e internacional. Os produtos probiéticos e placebo
foram adquiridos de forma comercial, diretamente na empresa, localizada dentro do complexo
Instituto Tecnoldgico de Pernambuco (ITEP), Recife, Brasil.

O ensaio clinico seguiu as regras estabelecidas pelo Consolidated Standards of
Reporting Trials (CONSORT 2010 Statement) e seu Check List preenchido (ANEXO E).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco
(CEP/CCS/UFPE) de acordo com a resolucdo do Conselho Nacional de Saide (CNS) no.
466/12 do Ministério da Saude, sob o registro CAAE — 15798013.0.0000.5208 (ANEXO F).

Foi obtido o Registro de Ensaios Clinicos pelo ClinicalTrials.gov do National
Institutes of Health (NIH) dos EUA, com identificador de nimero NCT 02113072, com todas
as informac6es completas (ANEXO G).

O projeto foi financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPq) através da contemplagdo do Edital de Chamada Publica do Ministério da
Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo MCTI/CNPq N° 14/2013 - Universal - Universal 14/2013 -
Faixa C — com beneficio de R$ 65.000,00 (ANEXO H).
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Os dados coletados nesta pesquisa ficardo armazenados em computador pessoal, sob a
responsabilidade da pesquisadora principal, no Centro de Pesquisa em Alergia e Imunologia
Clinica do Hospital das Clinicas — UFPE, localizado no segundo andar, pelo periodo minimo

de cinco anos.
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3 CAPITULO III

3.1ARTIGO 1

O artigo de revisao sistematica foi aceito para publicacdo no J Pediatr (Rio J) - no

prelo - e pode ser acessado no site: (http://dx.doi.org/10.1016/].jped.2015.03.002)

O presente artigo visou atender a um dos objetivos especificos da dissertacao
identificando ensaios clinicos randomizados em quatro bases de dados eletronicas até Janeiro
de 2015. Descrevemos toda a estratégia de busca, avaliagdo da qualidade dos ensaios clinicos
e os resultados em relacdo ao efeito dos probidticos sobre a reducdo, duragdo e ocorréncia de
novos episadios de infeccdes respiratorias superior e inferior, e como desfecho secundario os
possiveis eventos adversos do uso destes suplementos em criangas saudaveis, com diferentes

cepas de probioticos.


http://dx.doi.org/10.1016/j.jped.2015.03.002
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Resumo

Obijetivos: Avaliar o efeito do uso de probidticos na reducdo dos sintomas, da duragdo da
doenca e da ocorréncia de novos episodios de infec¢cOes respiratdrias superior e inferior em
criancas saudaveis.

Fontes de dados: Com a finalidade de identificar ensaios clinicos randomizados elegiveis,
dois revisores acessaram quatro bases de dados eletronicas [Medline/PubMed, Scopus
(Elsevier), Web of Science e Cochrane (The Cochrane Library)], alem do ClinicalTrials.gov,
até Janeiro de 2015. Foram utilizados descritores, por meio da ferramenta Medical Subject
Headings, seguindo um mesmo protocolo de busca.

Sintese dos dados: Os estudos apresentaram grande heterogeneidade em relacdo as cepas de
probidticos, a forma de administracdo, ao tempo de uso e aos desfechos. ldentificamos 11
ensaios clinicos randomizados, revisados por pares, que analisaram um total de 2.417 criancas
até 10 anos incompletos. Na analise dos estudos, reducédo de novos episodios de doenca foi 0
desfecho favoravel ao uso dos probiodticos no tratamento das infecgbes respiratérias na
crianca. Importante salientar que essas pesquisas foram realizadas, em sua maioria, em paises
desenvolvidos, com condicdes de saneamento, de assisténcia a salde e de regulamentacdo
rigorosa ao uso de probidticos bem estabelecidos e organizados. Quanto aos efeitos adversos,
pouco relatados, configuram os probi6ticos como seguros.

Conclusdes: Apesar do resultado encorajador - reducdo de novos episddios de infeccdes
respiratorias - destacamos a necessidade de pesquisas futuras, principalmente em paises em
desenvolvimento, onde as taxas de infecces respiratorias na crianga sdo maiores quando

comparadas aos dos paises de elevada renda per capita identificados nesta revisdo.

Palavras-chave: Criangas, infec¢fes do trato respiratorio, probidticos.
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Abstract

Objectives: Evaluate the effect of probiotics on the symptoms, duration of disease and the
occurrence of new episodes of upper and lower respiratory infections in healthy children.
Sources: In order to identify eligible randomized controlled trials, two reviewers accessed
four electronic databases [Medline/PubMed, Scopus (Elsevier), Web of Science and Cochrane
(The Cochrane Library)], as well as ClinicalTrials.gov until January 2015. Descriptors were
used by Medical Subject Headings tool, following the same search protocol.

Summary of the findings: Studies showed diverse with respect to strains of probiotics, the
mode of administration, the time of use and outcomes. We identified 11 randomized clinical
trials, peer-reviewed, which analyzed a total of 2.417 children up to 10 years incomplete. In
the analysis of the studies, reduction of new episodes of illness was a favorable outcome to
the use of probiotics in the treatment of respiratory infections in children. Important to note
that these studies were conducted, mostly in developed countries, with sanitation conditions,
health care and strict regulations on the use of probiotics well established and organized. The
adverse effects reported bit, configured as safe probiotics.

Conclusions: Despite the encouraging result - reducing new episodes of respiratory infections
- highlight the need for further research, especially in developing countries, where rates of
respiratory infections in children are higher when compared to the per capita high-income

countries identified in this review.

Keywords: children, respiratory tract infections, probiotics.
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Introducéo

As infecgbes do trato respiratério sdo comuns na infancia e contribuem
substancialmente para a morbidade pediétrica e mortalidade em todo o mundo.! O impacto
econdmico e social destas infeccdes é expressivo, constituindo importante desafio na salde
publica, devido aos altos custos para o tratamento, hospitalizagdes, absenteismo escolar e
perda de dias de trabalho pelos pais e cuidadores.?

A grande variedade de agentes etioldgicos, uso inadequado e em larga escala dos
antibioticos, aumento da resisténcia bacteriana, disponibilidade reduzida de vacinas para a
maioria dos virus e bactérias desafiam o surgimento de terapias eficientes e adequadas para o
tratamento deste agravo.®

Desde sua apresentacdo, por Eli Metchnikoff em 1907,* os probiéticos vém sendo cada
vez mais usados com o objetivo de beneficiar o sistema imune do hospedeiro humano.’
Definidos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e pela Organizacdo das Nagdes Unidas
para Alimentacdo e Agricultura (FAO) como “microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas como parte de alimento, conferem efeitos benéficos
ao hospedeiro através da sua microbiota intestinal”,® 0s probiéticos vem encontrando uso em
larga escala nos tratos respiratdrio, gastrointestinal, urogenital, nas doencas alérgicas, auto-
imunes e canceres.”*!

Recentes revisdes sistematicas e metanalises tém relatado um positivo, embora
modesto, efeito dos probidticos em termos de prevencgéo das infec¢Bes do trato respiratorio, >
' somente uma metanalise avaliou a efetividade dos probiéticos na duracdo das condicBes
respiratorias na criangca e no adulto, restringindo-se aos ensaios clinicos randomizados que

utilizaram apenas os probiéticos do género Lactobacillus e Bifidobacterium.*®
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Desta forma, o objetivo da presente revisdo sistematica é explorar e descrever ensaios
clinicos que apresentam como desfecho primario o efeito dos probidticos sobre a reducéo,
duracdo e ocorréncia de novos episodios de infeccdes respiratorias superior e inferior, e como
desfecho secundario os possiveis eventos adversos do uso destes suplementos em criancas

saudaveis, com diferentes cepas de probidticos.

Métodos

Protocolo de pesquisa

Conduzimos nossa revisao sistematica, através de um protocolo de pesquisa que foi
redigido para guiar a execucdo de todas as etapas, utilizando abordagens metodoldgicas
descritas no Manual Cochrane para Revisdes sistematicas (Cochrane Handbook for
Systematic Reviewers)'® e relatados de acordo com os itens de informacdo para revisdes

sistematicas e metanalises.?

Critérios de elegibilidade

Estudos elegiveis para inclusdo nesta revisdo sistematica foram ensaios clinicos
randomizados controlados (ECR) de qualquer duracdo (estudos fase Ill), comparando cepas
de probidticos, Unicas ou combinadas, consumidas por qualquer forma de administracdo, com
placebo ou "ndo tratamento” em criancas aparentemente saudaveis (do nascimento até 10 anos
incompletos), que desenvolveram infeccdo respiratdria superior ou inferior aguda em algum
momento durante o estudo. Estudos abertos ou cegos foram elegiveis, desde que os pacientes
fossem randomizados. As cepas dos probidticos poderiam ser administradas em qualquer dose
e associadas ou ndo com outros ingredientes funcionais (como prebioticos e vitaminas) ou

antibioticos, desde que o comparador incluisse os mesmos produtos, de modo que o efeito
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global poderia ser atribuido ao probidtico usado. Para serem elegiveis para inclusdo, os
estudos teriam de estar publicados nas linguas portuguesa, inglesa ou espanhola e os
resultados deveriam apresentar um ou mais de um dos objetivos do estudo: a reducdo dos
sintomas da doenca, reducdo da duracdo, reducéo ou ndo da ocorréncia de novos episédios e a
presenca de algum evento adverso.

Os critérios de exclusdo foram: ensaios clinicos com perdas de seguimento maiores
que 20%; estudos em animais; estudos sobre prevencao de infeccdes respiratorias; estudos em
criancas que apresentassem alguma imunodeficiéncia adquirida, congénita ou doenca crénica;
publicacdes tipo comentarios, editoriais ou cartas; estudos com resultados de outros 6rgaos
acometidos que ndo fosse o trato respiratorio; estudos com busca duplicada, anais de
congressos, desenhos de estudos inapropriados (exemplos: estudos observacionais, estudos
ndo randomizados) e estudos em outras linguas que ndo as mencionadas previamente. Cada
artigo identificado foi inicialmente analisado pelo titulo e resumo, e os artigos elegiveis foram

selecionados para leitura completa.

Definicdes dos termos de busca

Utilizamos inicialmente os seguintes termos e palavras-chave: (probiotics) AND
(respiratory tract infections) AND (infant) AND (children), com as seguintes definigdes:
probiotics - incluiu todas as cepas de bactérias e/ou leveduras potencialmente benéficas ao
hospedeiro, administrados por qualquer veiculo; respiratory tract infections: superior
(resfriado comum, otites média, faringites e sinusites) e inferior (bronquites e pneumonias);
infant AND children: todas as criangas do nascimento até 10 anos incompletos, caracterizando

a ndo inser¢éo de adolescentes.

Estratégia de pesquisa dos estudos



68

A busca eletrénica foi conduzida até Janeiro de 2015 nas bases de dados:
Medline/PubMed, Scopus (Elsevier), Web of Science (Thomson Reuters Scientific) e
Cochrane BVS (The Cochrane Library), com estratégias de busca adaptada para cada base de
dados:

Medline/PubMed:

("probiotics"[MeSH Terms] OR "probiotics"[All Fields]) AND ("respiratory tract
infections"[MeSH Terms] OR ("respiratory”[All Fields] AND "tract"[All Fields] AND
"infections"[All Fields]) OR "respiratory tract infections"[All Fields]) AND (“infant"[MeSH
Terms] OR "infant"[All Fields]) AND ("child"[MeSH Terms] OR “child"[All Fields] OR
"children"[All Fields]).

Seguindo para detalhar as infeccdes do trato respiratorio: (“probiotics"[MeSH Terms] OR
"probiotics"[All Fields]) AND (“"common cold"[MeSH Terms] OR (“common"[All Fields]
AND "cold"[All Fields]) OR "common cold"[All Fields]) AND (“child"[MeSH Terms] OR
"child"[All Fields] OR "children"[All Fields]). A conducdo dos demais termos foi realizada
substituindo a palavra “common cold” por “otitis media”, “sinusitis”, “pharyngitis”,
“bronchitis” e “pneumonia” de forma sequencial.

Scopus (Elsevier):

("Probiotics™ AND "respiratory tract infections” AND "infant" AND "children"), seguindo a
substituicdo do "respiratory tract infections" por “common cold”, “otitis media”, “sinusitis”,
“pharyngitis”, “bronchitis” e “pneumonia” de forma sequencial.

Web of Science (Thomson Reuters Scientific):

Com artigos capturados de 1945 até Janeiro de 2015. Utilizando a seguinte estratégia de
busca: (Probiotics* AND respiratory tract infections* AND infant* AND Children*),

seguindo a substituicdo do respiratory tract infections* por common cold*, otitis media*,

sinusites*, pharyngitis*, bronchitis* e pneumonia* de forma sequencial.
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Cochrane BVS (Biblioteca Virtual de Saude):
(Probiotics and respiratory tract infections and infant AND children) seguindo a substitui¢do
do respiratory tract infections por common cold, otitis media, sinusitis, pharyngitis, bronchitis
e pneumonia de forma sequencial.

Foram 52 buscas nas bases de dados, sendo treze em cada, utilizando os termos de

forma separada e sequencial, para melhor acuracia e precisao.

Extracéo dos dados

Utilizamos duas etapas do processo para identificar e selecionar os estudos: primeiro,
dois revisores (GVA e MHO) identificaram, de forma independente, os titulos e resumos de
cada estudo para avaliar se correspondiam aos critérios de inclusdo. Segundo, os artigos
selecionados foram obtidos na versdo — texto completo, em seguida foram revisados
independentemente, para determinar os critérios de inclusdo e exclusdo. Quaisquer
discrepancias foram resolvidas através de um consenso e/ou consultando um terceiro revisor.
Quando possivel, autores foram contactados, por e-mail, em caso de duvidas, na auséncia de
dados especificos ou informacéo adicional.

Informacgdes sobre estudos em curso ou recentemente concluidos, investigacdo e
pesquisa inédita relatada na literatura cinzenta foram obtidos através de pesquisa em registros
de ensaios (ClinicalTrials.com) e selecionados os principais procedimentos de conferéncias (3
anos antes da data da pesquisa).

Ainda realizou-se busca manual através das referéncias dos estudos pré-selecionados e
de revisdes publicadas sobre o tema.

Os seguintes itens foram coletados: caracteristicas dos estudos incluidos, como
condicdo clinica, detalhes da intervencdo e comparacédo; avaliacdo de risco de viés e critério

de qualidade dos estudos selecionados. A reducao dos sintomas, da duracdo dos episddios de
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doenca e da possibilidade de reduzir novos episodios das afeccBes do trato respiratorio foram
analisados como desfechos primérios e se a utilizacdo dos probidticos desencadeou algum

evento adverso como desfecho secundario.

Avaliagdo da qualidade e risco de viés

Nos também avaliamos os estudos pelo risco global de viés (baixo, alto ou indefinido)
com base na ferramenta de risco de vies da Cochrane (Cochrane Collaboration’s risk of bias
tool).?! Para os fins desta revisdo, um estudo foi considerado ter um "baixo risco de viés"
quando todos os principais critérios de qualidade (ou seja, método de randomizacéo,
ocultacdo da alocacdo e mascaramento/cegamento), bem como mais outros critérios
adicionais (semelhanca entre os grupos intervencdo e comparacdo, desisténcia dos pacientes
dos estudos e analise da intencdo-de-tratar) foram adequadamente cumpridos; um "risco
indefinido de viés” quando a maioria dos critérios-chave ndo foram relatados ou ndo foram
claros; e um "risco elevado de viés” quando um ou mais dos principais critérios nao se
encontravam de forma adequada. A categoria "algum risco de viés" foi atribuida quando todos
os aspectos dos critérios-chave foram adequados, mas que (1) uma analise de intencéo-de-
tratar ndo foi realizado e quando um critério nao foi cumprido ou (2) quando dois critérios
fundamentais foram adequados, mas uma andlise de intencdo-de-tratar ndo foi realizada.

Na andlise da qualidade dos estudos randomizados, utilizamos as recomendacdes
GRADE (Grading of Recommendations Assessment, Development and Evaluation).? Devido
a grande heterogeneidade dos ensaios clinicos, os dados dos estudos foram avaliados
qualitativamente, sem emprego de metanalise, sequindo as diretrizes PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses).”® Para evitar o viés de
publicagdo, estudos ndo publicados foram identificados, mas ndo obedeceram aos critérios de

inclusdo da presente revisao sistematica.
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Resultados

De um total de 569 citacOes identificadas nas quatro principais bases de dados
eletrénicas [PubMed/Medline, Scopus (Elsevier), Web of Science e Cochrane BVS -
Library], nés incluimos 11 ensaios clinicos randomizados (ECRS), revisados por pares, que
analisaram um total de 2.417 criancas do nascimento até 10 anos incompletos. Os critérios de
inclusdo foram preenchidos por onze ECRs, que serviram para identificacdo dos desfechos
primario e secundario da presente revisao sistematica. O processo de selecdo dos estudos pode
ser visualizado na Figura 1.

Onze ECRs foram analisados quanto ao autor/ano, pais do estudo, idade dos
participantes, condicéo clinica, detalhes da intervencdo e comparacdo, numeros randomizados
e incluidos na anélise e eventos adversos, como descrito na Tabela 1. Foram incluidos nesta
revisdo sistematica os seguintes ensaios clinicos: Cohen et al.;?* Hatakka et al.;*® Hatakka et

al.;*® Kumpu et al.;?" Leyer et al.;?® Rautava et al.;*® Roos et al.;*® Skovbjerg et al.;** Taipale

.32 . 4
.3 .3 .2

et al.;* Tano et al.;”” e Tapiovaara et al.,” que foram realizados na sua grande totalidade em

dois paises: Finlandia e Suécia, os demais ensaios foram realizados em outros dois diferentes
paises: China e Franca. A duracdo do tratamento com probi6ticos variou de 10 dias a 12
meses, embora a maioria dos ensaios foram realizados por cerca de 6 a 7 meses, durante 0s
meses de inverno.

A avaliacdo da qualidade dos estudos esta resumida na Tabela 2, em que todos 0s
ensaios utilizaram métodos corretos de aleatorizacdo, como uma lista de randomizacao gerada
por computador ou por um namero aleatorio. Apropriado sigilo da alocacdo foi relatado na

24,25,27,30,31,33

maioria dos estudos, incluindo o uso de envelopes fechados, e/ou 0 uso de

26,28,29,32,34 Os

recipientes/embalagens codificadas que eram idénticos na aparéncia. individuos

foram incluidos sequencialmente, de acordo com a lista de randomizagdo, a ocultacdo foi
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corretamente realizada em sete estudos. “°?***3 Entre os onze ensaios que foram
identificados como duplo-cego, descri¢des detalhadas dos métodos de cegamento foram
fornecidas em seis ECRs, %33

Em geral, os onze ensaios clinicos foram considerados como tendo um risco “baixo”
de viés, com poucos estudos mostrando o sigilo de alocagdao e o cegamento com “baixo” risco
com algumas areas de incerteza. Como todos os critérios de qualidade foram bem indicados,
alguns estudos mostraram que a analise de intencdo-de-tratar apresenta um risco indefinido,
ou por nio ter sido conduzido ou por néo ter sido citado em mais da metade dos ensaios.?"#*3
Nenhum estudo mostrou “alto” risco de viés nos principais critérios analisados.

Nos ensaios clinicos que incluiram “resfriados”, “gripes”, “infeccdes do trato
respiratorio” e "otite média aguda”, todos os autores dos estudos relataram descri¢cdes claras

24-26,28,32,34

dos sinais, sintomas e diagndsticos destas condi¢fes. Em seis dos ensaios, um

21293133 (45 sinais e/ou

médico confirmou o diagnostico da infeccdo, e em outros cinco ensaios,
sintomas foram relatadas pelos participantes em um diario, sendo o diagnostico confirmado
pelo julgamento de um investigador do estudo.

Nos ensaios incluidos, trés desfechos principais foram relatados: reducédo dos
sintomas da doenca; reducdo da duracdo dos episodios de doenca; reducdo de novos
episodios da doenca. Os resultados dos estudos realizados em criancas sdo relatados na
Tabela 3, em que mostra também o numero total e percentagem de pacientes que fizeram uso
de antibidtico durante o estudo, tanto no grupo probidtico quanto no grupo placebo e o
numero total e percentagem de pacientes que tiveram pelo menos um episédio da doenca.

Para melhor avaliacdo dos desfechos primarios, a Tabela 4 acrescenta os valores: Odds
Ratio (OR), intervalo de confianga (IC 95%) e valores de p extraidos dos artigos selecionados

e que refletem os resultados positivos dos grupos probidticos em relagdo aos grupos placebos

nos ensaios clinicos randomizados.
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Avaliacdo da reducéo dos sintomas da doenca

24.2831-33 informaram sobre ter ocorrido ou ndo

Entre os estudos incluidos, cinco ECRs
a reducdo dos sintomas da doenca, definido como a reducdo dos sinais e sintomas ou
persisténcia sem melhora da doenca, observados pelo médico envolvido na pesquisa ou de
outro médico solicitado nos cuidados da crianca e pelo diario de satde do paciente preenchido
pelos pais ou cuidadores. Os dados foram categorizados em “sim” havendo reducao dos sinais
e sintomas, geralmente apresentados em percentagens nos estudos, “ndo” quando a percepgao
dos medicos ou pais e cuidadores ndo identificaram melhora do padrdo de apresentacdo da
doenca e “nao relatado (NR)” quando o estudo nao descrevia este resultado.

Tendo em conta que todos os estudos foram randomizados em 1:1 no grupo probiotico
e placebo, 0s numeros de participantes sdao aproximadamente os mesmos, e, portanto, a
percepcao, de melhora ou ndo dos sintomas, reflete de forma aproximada as diferencas dos
resultados em cada grupo, tendo em vista que todos apresentavam os mesmos critérios de
elegibilidade definidos em cada estudo. A revisao sistematica revelou que o grupo probiotico
de trés ECRs teve reducéo dos sintomas de sua doenca.?®"* No estudo de Leyer et al.,”® nos
grupos de probi6ticos, Unico ou combinado, houve reducdo da febre de 53,0% e 72,7%,
reducdo da tosse de 41,4% e 62,1% e de rinorréia de 28,2% e 58,8%, respectivamente, em
relagdo ao grupo placebo. No estudo de Skovbjerg et al.,* utilizando probiético em spray, o
grupo probidtico teve menos fluido e mais ar no ouvido médio, ou seja, sinais de melhora ou
cura em 36,8% versus 5,8% em relacdo ao grupo placebo. No estudo de Tano et al.,* também
usando probidtico em spray, houve reducdo da otalgia de 10% e da secre¢do do ouvido médio
de 12% do grupo probidtico em relacéo ao placebo.

25-27,29,30,34 . x

Avaliando o critério — duragdo dos sintomas — a maioria dos ECRs néo

relataram dados que pudessem ser utilizados na presente revisao e dois estudos (Cohen et al. e



74

24,32

Taipale et al.) ndo evidenciaram diferenca da reducdo dos sintomas no grupo probiotico e

placebo.

Avaliacdo da duracéo dos episddios de doenca

Definido como a soma total de duracdo dos episédios de doenca (em dias) dividido
pelo numero total de episddios de doenca experimentados pelos participantes do estudo. Os
resultados mostram que somente trés estudos®*"? foram incluidos na anélise, com sete ECRs
que nao relataram este desfecho.??** No estudo de Hatakka et al., a duragdo dos episédios
foi de 4,9 dias (95% de IC, 4,4 - 5,5) versus 5,8 dias (95% de IC, 5,3 - 6,4) no grupo
probidtico e placebo, respectivamente; no estudo de Kumpu et al.,?” foi de 4,7 dias (95% de
IC, 4,5-4,9) versus 5,6 dias (95% IC, 5,4 — 5,9), respectivamente; e no estudo de Leyer et
al.,?® a reducéo foi de 32% no grupo de probiético com cepa Unica e de 48% no grupo de
probidtico com cepas combinadas, em relagéo ao grupo placebo. Somente um estudo, Hatakka
et al.” mostraram que a diferenca em relagéo a duracéo dos episédios de OMA (otite média
aguda) de 5,6 dias (95% de IC, 3,5 — 9,4) versus 6,0 dias (95% de IC, 4,0 — 10,5) no grupo

probidtico e placebo, respectivamente, ndo alcancou significancia estatistica (p = n.s.).

Avaliacdo da reducéo de novos episodios da doenca
Caracterizado como “sim” quando houve reducdo de novos episodios de doencga ou

reducdo na incidéncia da doenga e “ndo” quando ndo houve significancia estatistica. Entre os

25,27-30,32

estudos incluidos para este desfecho, seis ECRs apresentaram em seus resultados que

0 grupo probidtico favorece a reducdo de novos episodios da doenca quando comparado

31,34 né

estatisticamente ao grupo placebo. Dois estudos (Skovbjerg et al. e Tapiovaara et al.) 0

24,26,33

relataram esses dados em suas conclusdes e trés estudos mostraram que 0S Qgrupos

probidtico e placebo ndo diferiram na redugéo da ocorréncia de novos episédios da doenca.
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Analisando ainda a necessidade do uso do antibidtico nas ocorréncias bacterianas das
doencas estudadas, cinco ECRs*?"?*% descreveram o numero total e a percentagem de
pacientes tratados pelo menos uma vez com antibidtico nos grupos probidtico e placebo. Em

25,27

dois estudos (Hatakka et al. e Kumpu et al.) ndo houve diferenca entre os grupos, em

26,29

outros dois (Hatakka et al. e Rautava et al.) a prescricdo de antibidticos foi mais

evidenciada no grupo placebo, seis estudos ndo relataram este desfecho,?#20:30:3133.34

Para alem dos cinco ensaios clinicos que evidenciaram o uso mais frequente de
antibiético no grupo placebo, um estudo® que comparou Bifidobacterium animalis subsp.
lactis BB-12, em tabletes inseridos na chupeta, com um placebo, em 69 criancas de 1 a 2
meses de idade, na Finlandia, mostrou que o uso do antibidtico foi maior no grupo probidtico
10 (29%) do que no grupo placebo 8 (23%). Os autores relataram que essa diferenca pode ser
atribuida ao fato da amamentacéo exclusiva ter sido maior no grupo placebo do que no grupo

probidtico, conferindo maior protecdo quanto ao risco de infecgcOes respiratorias. No entanto,

h& uma incerteza em relacao a esse resultado.

Eventos adversos
A administracdo de probioticos parece ter um bom perfil de seguranca, pois a maioria
dos ECRs?282931:3234 ha4 jdentificaram eventos adversos e ndo houve relato em somente um

24,27

estudo.?® Dois ensaios clinicos mostraram eventos adversos leves como: perda de apetite

para leite, regurgitacdo, pele seca, dor abdominal esporadica, diarreia, ndusea, rash cutaneo e

constipacdo. Outros dois estudos®**

que utilizaram a intervengdo e comparagdo em spray
nasal, houve uma crianga que teve pneumonia no grupo placebo e foi encorajada a parar o
tratamento;® e no outro estudo, os grupos placebo e tratamento foram acometidos de forma

leve por rinite, tosse, rash cutaneo, vomito e epistaxe, 0 que pode ser inerente a forma e

técnica de uso do dispositivo.®
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Discussao

Nos identificamos uma série de ensaios clinicos randomizados (ECRs), de moderada a
alta qualidade em sua maioria, que avaliaram o uso dos probidticos nas infeccdes do trato
respiratorio superior e inferior na crianca. A forma de apresentacéo, as doses, as diferentes
cepas, os diferentes mecanismos e tempo de administracdo dos probioticos fizeram com que
esses estudos apresentassem grande heterogeneidade e alteracfes na anélise de sensibilidade,
dificultando a realizagdo de uma concomitante metanalise. Analisando os desfechos primarios
desta revisdo, quanto a reducdo dos sintomas, da duracdo do tempo da afeccdo e de novos
episddios da doenca, este ultimo se destacou por ter sido o objetivo da grande maioria dos
ECRs, mostrando que em seis estudos houve reducdo de novos episodios de infeccdes
respiratorias, trés outros ndo observaram diferenca em seus resultados e dois ndo relataram
este desfecho. Encontramos também um numero reduzido de ensaios clinicos que
apresentaram eventos adversos com 0 uso dos probioticos, com quadros leves que nao
necessitaram de cuidados hospitalares.

Considerando os valores das medidas de associacdo dos desfechos primarios positivos,
a presente revisio mostra que na reducdo dos sintomas, os trés ensaios clinicos?®33
apresentaram tendéncia a significancia estatistica, com p-valores préximos a 0,05, apesar de

uma maior amplitude do intervalo de confianca (IC 95%) observada nos estudos de Leyer et

al.®® e Skovbjerg et al.**. Na analise da reducéo da duracdo dos episédios de doenca, somente

|.27 |.28

0 estudo de Kumpu et al.”" apresentou significancia estatistica, o estudo de Leyer et a

apesar do p-valor 0,04 ter nivel de significAncia, mostra um amplo intervalo de confianca; e

25,27-30,32

na redugdo de novos episddios da doenca, dos seis ensaios clinicos , 0s estudos de

|.28 |.32

Leyer et al.”" e Taipale et al.” apresentaram p-valores e intervalos de confianca significantes,

25,27

dois outros estudos ndo mostraram dados significantes e os estudos de Rautava et al.°
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Roos et al.®

apresentaram maior amplitude do intervalo de confianca, apesar do p-valores
com significancia estatistica.

No que concerne ao entendimento do termo - infeccdes respiratérias — estas sdo
geralmente consideradas infeccdes do trato respiratorio superior e inferior, no entanto, as
defini¢Ges dos termos apresentaram variagdes entre os estudos. No julgamento por Hatakka et
al.,?> otite média aguda e sinusite foram relatados como infeccdes respiratdrias superiores e
bronquite aguda e pneumonia como infec¢es respiratdrias inferiores. Em outro estudo,

Kumpu et al.?’

consideraram infeccdes respiratorias como sinusite, otite, resfriado comum,
pneumonia e bronquite, sem esclarecer a frequéncia de cada ocorréncia em separado.

Em muitos paises, as criancas experimentam de 3 a 6 episodios de infeccOes
respiratorias por ano e 40% delas poderiam até sofrer de pelo menos um episodio de otite
média aguda, que é uma das mais comuns infec¢Ges e complicagdes bacterianas, e uma das
principais razdes para o tratamento com antibiéticos na infancia.***® Assim, uma reducdo de
novos episddios de infeccdes respiratorias, com menor tempo de duracdo e reducdo dos
sintomas, poderia ter grande importancia clinica, maior impacto na saude publica, e
consequéncias econémicas positivas, principalmente nos paises em desenvolvimento.

Probioticos sdo microrganismos vivos oferecidos como suplemento alimentar que
atuam no intestino do organismo hospedeiro regulando a microbiota intestinal ou modulando
a microbiota em outros segmentos do corpo humano.*” Dessa forma, agem melhorando a
imunidade local e sistémica, competem com patdgenos invasores da integridade local e
restauram 0s microrganismos que conferem seguranga e manutencdo da satde do individuo.
Muitos estudos vém mostrando o real beneficio e seguranca dos probi6ticos na infancia, **°
sendo atualmente elevados a categoria de Geralmente Reconhecidos como Seguros (GRAS)

para consumo, conforme compilado pelo Food and Drug Administration (FDA), e com

inclusdo rotineira as formulas infantis em alguns paises desenvolvidos.*
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Neste complexo entendimento dos resultados dos probioticos apontados na literatura
cientifica, destacamos os diversos mecanismos de acdo que sdo esperados no organismo
humano: a] funcionalidade microbioldgica (por exclusdo competitiva ou reducdo ativa de
patdgenos através da producdo de acidos graxos de cadeia curta e acidos organicos; producédo
de bacteriocinas e producao de espécies reativas de oxigénio, como o perdxido de hidrogénio)
com o objetivo de estabilizar ou melhorar a homeostase microbiana em uma area do corpo e
reduzir a invasdo e colonizacdo por patogenos; b] funcionalidade nutricional (com producéo
de vitaminas que agem em todo o organismo do hospedeiro humano); c] funcionalidade
fisiolégica (com melhora do transito intestinal e das propriedades reoldgicas das secrecfes
respiratorias) e d] funcionalidade imunolédgica (com producdo de citocinas — interleucinas
(IL)-10 e interferon (INF)-y que modulam beneficamente a imunidade da mucosa
respiratéria).**** Através dos receptores padrdes de reconhecimento (PRRs), tais como:
receptores Toll-like (TLRs) e receptores NOD-like (NLDs) os padroes moleculares
associados aos patogenos (PAMPs) geram nas células dendriticas respostas imunes,
principalmente nas células Thl ou Tregulatoria (Treg) com producdo de IL-12 e IL-10,
respectivamente, com funcbes de protecdo imune contra virus e bactérias e com funcdes
tolerogénicas para que ndo haja agressdo ao préprio hospedeiro humano. 4

Recentemente, os membros do Comité da European Society for Paediatric
Gastroenterology Hepatology and Nutrition (ESPGHAN)* e a Academia Americana de
Pediatria (AAP)* revisaram as evidéncias para o uso de probiéticos em lactentes e criancas, e
concluiram que as férmulas probidticas suplementadas para lactentes saudaveis nao
levantaram preocupacdes de seguranca em relagdo ao crescimento em estatura e aos efeitos
adversos. Por outro lado, ndo observaram, dados relacionados com a seguranga do uso de
probidticos a longo prazo, assim como ndo identificaram uniformidade de doses, de cepas e

do tempo de uso nos ensaios clinicos randomizados.
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Fazendo uma busca de todas as revisdes sistematicas e metanalises na literatura,
relacionada com o uso de probidticos e infeccGes do trato respiratorio, encontramos que
existem seis revisdes sistematicas direcionadas para a prevencdo,**"’ bastante heterogéneas,
tanto na populacdo estudada: criancas e adultos, como no segmento respiratdrio avaliado:
infeccBes de vias aéreas superiores e inferiores, quanto ao tipo e cepas de probidticos

16
L,

analisados. Destas revisdes, o estudo de Saeterdal et a ¢ um sumario dos achados da

revisdo de Hao et al.,"® detalhando as tabelas do artigo que ndo foram devidamente analisadas.

Trés realizaram metanalises,*2*>*°

identificando os efeitos benéficos dos probioticos
exclusivamente na prevencao das infeccdes respiratorias. Nas revisdes sobre prevencdo, Kang
et al.* concluiram, com base na avaliacéo de dez ensaios clinicos em individuos de todas as
idades, que hd modesto efeito dos probioticos na prevencao dos resfriados comuns; Liu et
al.,"* analisando quatro ECRs com uso apenas de uma cepa de probiético, concluiram que a
administracdo de Lactobacillus rhamnosus GG tem o potencial de reduzir a incidéncia de otite
média aguda, de infeccBes respiratorias superiores e do uso de antibiético; na revisdo de

Vouloumanou et al.,**

avaliando 14 ECRs, concluiram que os probidticos podem ter um
efeito benéfico na gravidade e na duracdo dos sintomas, mas ndo parece reduzir a incidéncia
de infeccdes respiratérias; na metanalise de Hao et al.,*> com também 14 ECRs avaliando
individuos de todas as idades, concluiram que probidticos foram melhor do que placebo, na
reducdo de episodios de infeccdes respiratorias superiores e no uso de antibiotico. No recente

estudo de Ozen et al.,*’

analisando 14 ECRs conduzidos na populacao pediatrica, concluiram
que uma redugdo minima de 5 - 10% na incidéncia de infeccGes das vias aéreas superiores
teria um importante impacto clinico e econémico.

Na Unica metanalise que avaliou os probidticos exclusivamente no tratamento de

infeccdes respiratdrias, King et al.'® incluiram criancas de 1 a 12 anos de idade, além de

adultos e idosos, tendo esta revisdo analisado estudos com somente duas cepas de probidticos.
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Foram vinte ECRs, sendo dez estudos com criancas, e os resultados foram avaliados de forma
generalizada, com reducdo de um dia na duracdo das doencas. Nenhum comentério de
revisdes sistematicas anteriores - relacionadas com o tratamento das infec¢cdes respiratérias
exclusivamente na crianga — nos forneceram dados resumidos sobre a reducdo dos sintomas
da doenca, reducdo da duracdo dos episodios e de novos episddios de infeccBes respiratorias,
e esta revisdo fornece novas evidéncias para estes desfechos.

Esta revisdo teve como principio avaliar a melhor evidéncia atual disponivel na
literatura a fim de elucidar os beneficios dos probioticos no tratamento das infeccdes
respiratorias em criancas saudaveis. Foram incluidos ensaios clinicos controlados e
randomizados com protocolos bem definidos, tentando-se, a0 maximo, controlar os possiveis
viéses. Tivemos a preocupacdo de avaliar a qualidade dos estudos pela ferramenta de risco de
viés da Cochrane (Cochrane Collaboration’s risk of bias tool) e pelo GRADE (Grading of

2122 atyalmente  sendo

Recommendations Assessment, Development and Evaluation),
considerado um instrumento mais adequado e preciso que os critérios Jadad.*®

Mesmo com todos os cuidados em produzir esta revisdo sistematica, algumas
limitacBes puderam ser identificadas: em primeiro lugar, trés ensaios clinicos registrados no
ClinicalTrials.gov, incluindo cerca de 650 pacientes, estdo em fase de andamento e nédo
puderam ser incluidos na avaliacdo por falta de dados conclusivos. Futuramente devem ser
analisados em uma atualizacdo, podendo assim, contribuir para identificar os reais beneficios
obtidos até o momento; em segundo, enquanto a maioria dos autores dos estudos relataram
descrices claras dos sinais e sintomas, o diagnéstico confirmado por um médico foi realizado
em somente metade dos ensaios. E possivel que as infeccbes agudas possam ter sido
subdiagnosticadas ou mais diagnosticadas em alguns desses ensaios clinicos, ou seja, tal como

acontece com todos 0s comentarios das revisdes sistematicas, é possivel que a adicdo de

publicagdes no futuro possa alterar os resultados; o terceiro aspecto a ser considerado é que 0s
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ECRs divergiram em relacdo as doses, ao tempo de uso e as formas de administracao.
Encontramos respostas clinicas em tempos curtos, assim como em tempos prolongados do uso
dos probidticos, o que nos faz inferir que o efeito desejado depende da complexidade da
infeccdo, do sitio ativado, das cepas de probidticos utilizadas e das concentragdes
administradas em unidades formadoras de colénias (UFC) dos probioticos.

Embora alguns estudos publicados tenham mostrado que a administracdo de
probidticos promovam um efeito benéfico em reduzir a ocorréncia de novos episodios de
infeccOes respiratdrias, principalmente naqueles pacientes com histéria clinica de infecgdes
repetidas, percebe-se que ainda ha muitas lacunas na nossa compreensao e, portanto, muitas
perguntas ainda ndo respondidas no que concerne a cepa ou cepas do probidtico mais
indicado, as doses necessarias, aos regimes de administracdo, ao tempo de uso ideal e a
seguranca do uso prolongado. Ha uma necessidade, no exercicio da pratica pediatrica, de se
estabelecer, pelos guidelines e comités cientificos, protocolos padronizados de uso dos
probidticos para tratamento das principais infeccBes respiratorias na crianca. Destacamos,
também, a necessidade de pesquisas futuras, principalmente em paises em desenvolvimento,
onde as taxas de infeccdes respiratorias na infancia sdo maiores quando comparadas aos dos

paises de elevada renda per capita identificados nesta revisao.
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4 N\ N\ Y4 )

Artigos potencialmente Artigos potencialmente Artigos potencialmente Artigos potencialmente
relevantes do relevantes do relevantes do relevantes da Cochrane
PubMed/Medline Scopus (Elsevier) Web of Science BVS (Library)
(N=124) (N=230) (N=95) (N=120)

( Artigos selecionados \

depois da avaliagdo
do titulo e abstract
(N=121)

- J

Artigos excluidos de acordo com os critérios de
exclusdo (N=107):
- ECR com perdas maiores que 20% (n= 03)
- Estudos em animais (n=17)
- Estudos sobre prevengdo (n= 38)
- Estudos em criancas com imunodeficiéncia ou doenca
cronica (n= 03)
- Publicag®es tipo comentérios, editoriais ou cartas (n= 09)
- Estudos com busca duplicada (n= 16)
- Anais de congressos e desenhos de estudo outros (n= 02)

- Estudos em outras linguas (n= 19).

V

14 ECRs qualificados, 03 estudos foram

excluidos pela idade dos pacientes até 12 e 18 anos

Y

11 Ensaios Clinicos Randomizados

qualificados e incluidos.

Figura 1 - Diagrama de fluxo do processo de selecdo dos ensaios clinicos randomizados para
inclusdo na revisdo sistematica.?®



Tabela 1 - Caracteristicas dos ensaios clinicos randomizados e eventos adversos
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Autor/ano

Pais do
estudo

Idade dos
participantes do
estudo

Condicao clinica

Intervencéo

Comparagao

Detalhes

Numero
randomizado
(incluidos na

analise)

Detalhes

NUmero
randomizado
(incluidos na

analise)

Eventos adversos

Cohen et al.*
(2013)

Hatakka et al.®
(2001)

Hatakka et al.?®
(2007)

Kumpu et al.””
(2012)

Leyer etal.®
(2009)

Rautava et al.*

Franca

Finlandia

Finlandia

Finlandia

China

Finlandia

7 a 13 meses de
idade

1 a6 anos de
idade

10 meses a 6 anos
de idade

2 a6 anos de
idade

3ab5anos de
idade

2 a 65 dias de vida

Otite Média
Aguda (OMA)

ITR (otites,
sinusites,

bronquites e
pneumonia)

OMA

Infecgdes
respiratorias

Resfriados e
gripes

ITR ou OMA

NAN ® 3 com proB
(Streptococcus thermophilos
NCC 2496: 1 x 10 ufc/g,
Streptococcus salivarius DSM
13084: 2,5 x 107 ufc/g,
Lactobacillus rhamnosus LPR
CGMCC 1.3724: 1 x 10" ufc/g)
e preB (Raftilose/

Raftiline) — por 300 a
630ml/dia.

Leite com Lactobacillus
(Gefilus, Valio, Riihimaki,
Finland) contendo 1% gordura
e 5-10x10° ufc/ml da cepa
Lactobacillus rhamnosus GG
(ATCC 53103) — por
200ml/dia.

Probiotico (L. rhamnosus GG,
ATCC 53103; L. rhamnosus
LC 705; Bifidobacterium breve
99; Propionibacterium
freudenreichii ssp shermanii
JS, 8-9 x 10° ufc/capsula
gelatinosa.

Leite contendo 1%

gordura e a cepa L. rhamnosus
GG (53103) 6,7 x 10°a 1,9 x
108 ufc./ml — por 400ml/dia.
Duas intervencdes:

1. L acidophilus NCFM (ATCC
700396) de 5,0 x 10° ufc/g —
saché adicionado a 120 ml de
leite.

2. 50% de cada: L. acidophilus
NCFM e B. animalis subsp
lactis Bi-07

(ATCC PTA-4802), com dose
de 1.0 x 10% ufc/g — saché
adicionado a 120 ml de leite.
Capsulas continham entre 1 x

112 (112)

296 (252)

155 (135)

261 (251)

Grupo 1: 110
(110)
Grupo 2: 112
(112)

38 (32)

NAN ® 3 formula de
seguimento sem
probidticos ou prebitticos.

Leite sem probidticos.

Capsula gelatinosa
contendo celulose
microcristalina.

Leite sem probidticos.

Sucrose em p6 — saché.

Férmula de seguimento

112 (112)

298 (261)

154 (134)

262 (250)

104 (104)

43 (40)

- Perda de apetite para leite
- Regurgitacdo

- Pele seca

- Diarréia cronica

- Dor abdominal

- Constipagao

N4o apresentou

NR

- Néusea
- Dor abdominal leve
- Rash cutaneo

N&o apresentou

N4o apresentou



(2009)

Roos et al.*

(2001)

Skovbjerg et
al 31

(2009)

Taipale et al.*

(2011)

Tano et al.®

(2002)

Tapiovaara et
al.* (2014)

Suécia

Suécia

Finlandia

Suécia

Finlandia

6 meses a 6 anos

de idade

1a8anos de
idade

1 a2 meses de
idade

9 meses a 46
meses de idade

1ab5anos de
idade

OMA

OMA secretora

ITR + OMA

OMA recorrente

OMA recorrente
ou prolongada

10° e 1 x 10 ufc/g de
Lactobacillus rhamnosus GG
(53103) e B. lactis Bb-12.

Trés cepas de Streptococci em
iguais proporcdes: S. sanguis
(02 cepas), S. mitis (02 cepas) e
S. oralis (01 cepa) 5 x 10°
ufc/ml - liofilizados no leite
desnatado, reconstituido em
cloreto de sodio a 0,9%
imediatamente antes da
utilizacéo - em spray nasal.
Duas intervengoes:

1. S sanguinis cepa 89a
(NCIMB 40104) liofilizados
em leite desnatado e
ressuspensas em solucéo salina
com 5 x 10° ufc/ml.

2. L rhamnosus cepa LB21,
(NCIMB 40564) liofilizados
em leite desnatado e
ressuspensas em solucéo salina
com 5 x 10° ufc/ml — em spray
nasal.

Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB-12 (DSM 15
954): 5 x 10°ufc/g + xilitol de
100 a 300mg - por chupeta que
contém uma bolsa na qual é
inserido o tablete.

Uma suspenséo de 10% de leite
desnatado e 0,9%

NaCl com cinco cepas
selecionadas de Streptococci
alpha-haemolytic (contendo
mais do que 10" ufc /ml: : S.
sanguis (02 cepas), S. mitis (02
cepas) e S. oralis (01 cepa) —
em spray nasal.

Capsulas contendo L.
rhamnosus GG (ATCC 53103)
8-9 x 10° ufc — dissolvidos em
produto lacteo.

53 (53)

Grupo 1: 20
(19)

Grupo 2: 20
(18)

55 (34)

21 (16)

20 (14)

Enfamil® em capsula.

Leite em p6 desnatado
reconstituido em cloreto de
sodio a 0,9% em spray
nasal .

Leite em p6 desnatado
reconstituido em cloreto de
sodio a 0,9% em spray
nasal .

Xilitol de 100 a 300mg -
por chupeta que contém
uma bolsa na qual é
inserido o tablete.

Leite em p6 desnatado
reconstituido em cloreto de
sodio a 0,9% em spray
nasal .

Capsula contendo celulose
microcristalina.

55 (55)

20 (17)

54 (35)

22 (20)

20 (17)

- Pneumonia

Né&o apresentou

Né&o apresentou

- Rinite ndo alérgica
- Tosse

- Rash cutaneo

- Vomito

- Epistaxe leve

N4o apresentou
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ITR = infeccéo do trato respiratdrio; NR = néo relatado; OMA = otite média aguda. ufc = unidades formadoras de col6nias.



Tabela 2 - Avaliagéo do risco de viés® e critério de qualidade nos estudos selecionados
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Ensaios clinicos A randomizagdo O sigilo de Os cuidadores de  Os grupos foram  Houve algum Existe alguma Sera que o Qualidade de
foi realizada de alocacéo de saude, 0s semelhantes no desequilibrio evidéncia que estudo inclui evidéncia dos
forma tratamento foi participantes do inicio do estudo, inesperado e/ou sugere que 0s analise de estudos®
adequada? adequado? estudo e 0s em termos de desisténcia entre  autores mediram intencao-de-

avaliadores dos fatores 0s grupos? Se mais resultados tratar? Foi
resultados eram prognosticos, sim, eles foram do que eles apropriado?
cegos para gravidade explicados ou relataram?

alocacao de da doencga? ajustados?

tratamento?

Cohen et al.? A B(?) A A A A A Alta
Hatakka et al.”® A B(?) B(?) B(?) A A A Moderada
Hatakka et al.? A A B(?) B(?) A A A Alta
Kumpu et al 2’ A A B(?) B(?) D A D Baixa

Leyer et al.2® A A B(?) A A A A Alta
Rautava et al 2 A A A B(?) A A D Moderada

Roos et al. A B(?) B(?) A A B(?) D Baixa

Skovbjerg et al.* A B(?) A A A A D Moderada

Taipale et al.®2 A A A A A B(?) D Moderada

Tano et al. A A A A A A D Alta

Tapiovaara et A A A A A A D Alta

al .34

& Cochrane risk-of-bias tool foi usada para avaliar o risco de viés para cada estudo - A: baixo risco; B (?): baixo risco com algumas areas de incerteza; C: alto risco; D: Risco indefinido.
® GRADE — Alta qualidade: é muito improvavel que mude a nossa confianga na estimativa; Moderada: mais pesquisas s&o susceptiveis de ter um impacto importante sobre a confianga do efeito;
Baixa: mais pesquisas sdo propensas a ter um impacto importante sobre a nossa confianca na estimativa do efeito e é provavel que mude a estimativa; Muito baixa: estamos muito incertos sobre

a estimativa.



Tabela 3 - Resultados dos desfechos primérios dos estudos
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Estudo Condigéo Duracéo do NUmero total e Namero total e NUmero total e NUmero total e Reducéo Redugdo da Reducéo de
clinica tratamento (%) tratados (%) tratados (%) de (%) de dos duracéo novos
pelo menos uma  pelo menos uma participantes com participantes com  sintomas da dos episodios
vez com vez com pelo menos um pelo menos um doenca episddios da doenga
antibidtico antibidtico episodio de episodio de de doenca
[Grupo [Grupo Placebo] doenga. doenca.
Probiético] [Grupo Probidtico] [Grupo Placebo]

Cohen et al ? OMA 12 meses NR NR 80 (71,4%) 80 (71,4%) nio NR néo
Hatakkaetal.”®  ITR (OMA, 30 semanas 180 (65%) 179 (64%) 104(41,2%) 134 (51,3%) NR sim sim

sinusites,

bronquites e

Pneumonias)
Hatakkaetal®® OMA + IRS 6 meses 45 (33%) 65 (48%) 97 (72%) 87 (65%) NR nao nao
Kumpu et al.?’ Infecges 7 meses 89 (35%) 86 (34%) 238 (95%) 246 (94%) NR sim sim

respiratorias
Leyer et al.? Resfriados e 6 meses NR NR NR NR sim sim sim

gripes
Rautavaetal.®®  ITR ou OMA 10212 meses 10 (31%) 16 (40%) ITR: 22 (69%) ITR: 31 (78%) NR NR sim

(até 12 meses OMA: 7 (22%) OMA: 20 (50%)
de vida)

Roos et al.*° OMA 3 meses NR NR 21 (40%) 28 (51%) NR NR sim
Skovbjerg et OMA secretora  10dias NR NR NR NR sim NR NR

Al #



Taipale et al.*2

Tano et al.*®

Tapiovaara et
al 34

ITR (sinusite,
bronquite,
pneumonia) +
OMA

OMA recorrente

OMA recorrente
ou prolongada

6 a 7 meses
(até 8 meses
de vida)

4 meses

3 semanas

10 (29%)

NR

NR

8 (23%)

NR

NR

ITR: 22 (65%)
OMA: 9 (26%)

7 (44%)

NR

ITR: 33 (94%)
OMA: 6 (17%)

8 (40%)

NR

nao

sim

NR

NR

NR

NR

sim

NR
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ITR = infecgdo do trato respiratdrio; NR = ndo relatado; OMA = otite média aguda.



Tabela 4 - Valores das medidas de associacdo dos desfechos primarios positivos nos grupos
probidticos dos estudos selecionados

Desfechos primarios Odds Ratio Intervalo de Confianca P valor
(OR) (1C 95%)

REDUCAO DOS SINTOMAS
Leyer et al.® 0,55 (0,28 —0,99) 0,045
Skovbjerg et al.** 0,15 (0,08 —0,65) 0,040
Tano et al.*® 0,83 (0,55 — 0,98) 0,050
REDUCAO DA DURAGAO DOS
EPISODIOS
Hatakka et al.” 0,86 (0,70 — 1,06) 0,160
Kumpu et al.”’ 0,83 (0,78 —0,88) <0,001
Leyer et al.?® 0,50 (0,26 —0,98) 0,040
REDUCAO DE NOVOS EPISODIOS
DA DOENCA
Hatakka et al.” 0,75 (0,52 —1,09) 0,130
Kumpu et al.” 0,97 (0,94 —1,00) 0,098
Leyer et al.?® 0,23 (0,10 — 0,45) <0,001
Rautava et al.”® 0,51 (0,27 - 0,95) 0,022
Roos et al.* 0,90 (0,60 — 1,85) 0,040

Taipale et al.*? 0,69 (0,53 - 0,89) 0,014
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3.2 ARTIGO 2

O ensaio clinico randomizado serd submetido ao periddico Clinical &t Experimental

Allergy.

Visando atender a um dos objetivos da dissertacdo, realizamos um ensaio clinico
randomizado para avaliar os parametros clinicos da ocorréncia de sibilancia na visita 1, apés
oito semanas (V3) e no seguimento até 16 semanas (V4) e a expressao das citocinas das vias
Thl e Treg in vitro em lactentes sibilantes recorrentes que usaram uma mistura de probidticos
ou placebo adicionados ao tratamento convencional. Os niveis das citocinas IL-10, IL-12 e
INF-y foram avaliados na visita 1 (V1) e apds oito semanas (V3) de uso de probidticos ou

placebo. Os resultados foram apresentados em figuras e tabelas inseridas no artigo.
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Resumo

Conhecimento A coadministracdo de probidticos com esteroide inalatdrio tem sido sugerido

como um potencial tratamento para a sibilancia recorrente do lactente.

Objetivos Avaliar se a suplementacdo com probi6ticos pode melhorar pardmetros clinicos da
ocorréncia de sibilancia e estimular a expressao das citocinas das vias T helper 1 (Thl) e T
regulatoria.

Métodos Ensaio clinico randomizado, duplo-cego, paralelo, placebo-controlado realizado em
60 lactentes (idade de 6 — 24 meses) com sibilancia recorrente (Trial number: NCT02113072).
Os sujeitos elegiveis do estudo, em tratamento com doses baixas de dipropionato de
beclometasona, receberam uma mistura de probidticos (kefir) ou placebo diariamente por 8
semanas. Registros dos cartdes diarios e avaliagbes médicas dos parametros clinicos foram
realizados nas 16 semanas de estudo. Contagem de eosinéfilos no sangue, dosagem de IgE
total sérica e teste cutaneo de hipersensibilidade imediata foram inicialmente determinados.
Niveis das citocinas IL-10, IL-12 e INF-y no sobrenadante da cultura de sangue foram
avaliados por citometria de fluxo antes e ap6s 8 semanas de tratamento para comparacdo em
ambos 0S grupos.

Resultados O uso da mistura de probidticos foi mais propenso em reduzir a ocorréncia de
sibilancia durante a intervencao (46,7% versus 60,7%) e durante o seguimento (30,0% versus
42,9%) em comparacdo ao grupo placebo, entretanto ndo houve diferenca significativa entre os dois
grupos. Houve diferencas significativas dos niveis de IL-10 in vitro, com P = 0,029 e dos
niveis de IL-12, em dois diferentes estimulos na cultura de sangue dos lactentes que
receberam a mistura de probidticos em comparacdo ao placebo, com P = 0,040 e P = 0,032.
Por outro lado, niveis de INF-y ndo mostraram diferenga significativa entre os grupos em

tratamento.



98

Conclusédo e Relevancia Clinica A suplementacdo de probidticos no tratamento da sibilancia
do lactente ndo acrescentou efeitos clinicos significativos, entretanto foi detectado efeito
imunoestimulatorio em células sanguineas destes lactentes, com aumento dos niveis de 1L-10

e IL-12 in vitro.

Palavras chaves: Lactente. Sibilancia. Probioticos. Imunomodulacdo. Interleucina-10.
Interleucina-12. Interferon-gama.
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Abstract

Background Co-administration of probiotics with inhaled steroid has been suggested as a
potential treatment for recurrent wheezing in infants.

Objectives Assess whether the probiotic supplementation can improve clinical parameters of
the occurrence of wheezing and stimulate the expression of cytokines of the way T helper-1
and regulatory T.

Methods A randomized clinical trial, double-blind, parallel, placebo-controlled conducted in
60 infants (aged 6-24 months) with recurrent wheezing (Trial number: NCT02113072).
Eligible subjects of the study in treatment with lower doses of beclomethasone dipropionate,
received a mix of probiotics (kefir) or placebo daily for 8 weeks. Records of diary cards and
medical evaluations of clinical parameters were performed in the 16-week study. Eosinophil
count in the blood, serum total IgE levels and skin test immediate hypersensitivity were
initially determined. Levels of 1L-10, IL-12 and IFN-y in the supernatant of the blood culture
were evaluated by flow cytometry before and after 8 weeks of treatment compared in both
groups.

Results The use of the mixture of probiotics was more likely to reduce the occurrence of
wheezing during the intervention (46.7% versus 60.7%) and during follow-up (30.0% versus
42.9%) compared to the placebo group, however there was no significant difference between
the two groups. There were significant differences IL-10 levels in vitro, P = 0.029 and IL-12
levels in two different stimuli on blood culture of infants who received the mixture of
probiotics compared with placebo, P = 0.040 and P = 0.032. Moreover, INF-y levels showed

no significant difference between the treatment groups.
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Conclusion and Clinical Relevance Probiotic supplementation on infants treatment of
wheezing not added significant clinical effects, however immunostimulatory effect was

detected in blood cells of these infants with increased IL-10 and IL-12 in vitro.

Keywords: Infant. Wheezing. Probiotics. Immunomodulation. Interleukin-10. Interleukin-12.
Interferon-gamma.
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Introducéo

Identificada por fendtipos clinicos diferentes, a sibilancia recorrente do lactente tem
aumentado em varios paises do mundo [1], representando grave problema de salde publica
por elevados custos e por repercussdes na qualidade de vida do lactente e seus familiares [2].
Esse aumento de prevaléncia ndo pode ser explicado unicamente por fatores hereditarios, pois
fatores ambientais exercem importante influéncia nas respostas imunes inata e adaptativa no
inicio da vida do individuo [3].

O pressuposto fundamental do modelo da origem do desenvolvimento da saude e
doenca (DoHAD) é que fatores ambientais interagem no sistema imune no inicio da vida e
geram consequéncias que se tornam expressivas nas varias fases posteriores da vida do ser
humano [4]. Nesta complexa formacdo imunologica, o fendtipo T helper 2 (Th2) é
predominante na fase inicial, mas com a colonizacdo e interagdo com a microbiota das
mucosas, agindo principalmente no tecido linfoide associado ao intestino (GALT), ha gradual
inibicdo da via Th2 e estimulo da via Thl e T regulatoria, gerando um equilibrio e tolerancia
no sistema imune [5, 6]. Assim, fatores como a menor diversidade de microrganismos
intestinais [7], uso indiscriminado de antibidticos em fase tenra da vida [8], aquisicdo de
bactérias patogénicas do ambiente hospitalar ao nascimento [9], desmame precoce [10], entre
outros, promovem alteracBes na microbiota intestinal alterando o processo de maturacéo,
homeostase e tolerancia imunes [11]. E neste processo de disbiose intestinal, com alteracdes
dos estimulos imunoldgicos, que os probidticos estdo sendo inseridos como recurso
preventivo e terapéutico em diversas enfermidades [12, 13].

Probioticos produzem bacteriocinas e espécies reativas do oxigénio, como o perdxido
de hidrogénio, que agem na exclusdo competitiva e reducdo ativa de bactérias patogénicas no

intestino; estimulam a producdo de citocinas, através da ligacdo aos receptores de
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reconhecimento de padrGes (PRRs) Toll-like e Nod-like presentes nas células do GALT,
atuando na imunomodulagéo [14].

De acordo com as recentes revisGes sistematicas e metanalises, 0 uso de probioticos
em pacientes com infeccdes respiratorias [15, 16], rinite alérgica [17, 18] e eczemas [19, 20],
tem mostrado beneficios na prevencédo e tratamento com reducdo da gravidade dos sintomas,
da ocorréncia de novos episddios e do uso de medicacBes de controle. Em contraste, apenas
poucos estudos do uso de probiodticos na sibilancia do lactente foram direcionados a
prevencdo da asma e sensibilizacdo alérgica e seus resultados tem sido controversos [21, 22].

Na avaliacdo do comportamento imunoestimulatorio dos probidticos, em revisdo
sistematica realizada por Ozdemir, a introducdo de diferentes cepas probidticas pode gerar
diferentes respostas de citocinas. Em 06 estudos, com diferentes cepas (Bifidobacterium
bifidum/infantis e Lactobacillus lactis/casei/acidophilus/reuteri e rhamnosus GG) houve
maior producdo da IL-10 favorecendo o equilibrio das vias Th1/Th2 e 01 estudo mostrando
balan¢o Th1/Th2 desfavoravel com o uso de Lactobacillus plantarum. Em outros 02 estudos,
Bifidobacterium lactis/bifidum e Lactobacillus acidophilus estimularam maior producdo da
citocina INF-y, de perfil Thl, evidenciando resultados dos estimulos in vitro [23].

O presente ensaio clinico visa avaliar o impacto clinico do uso de uma mistura de
probidticos (Kefir; BioLogicus Co. Ltda., Recife, Brasil) como adjuvante no tratamento do
lactente sibilante, no que se refere a ocorréncia de episddios de sibilancia, idas a emergéncia,
uso de medicacdes de resgate nos episddios de sibilancia e detectar a expressdo das citocinas
IL-10 (de padrdo T regulatério), 1L-12 e INF-y (de padrio Thl) em cultura de células
sanguineas fazendo um comparativo com o grupo placebo. Este estudo também pretende
identificar se o suplemento de probidticos pode adicionar vantagens ao tratamento

convencional com esteroide inalatério na sibilancia recorrente do lactente.
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Materiais e Métodos

Desenho do estudo

Ensaio clinico randomizado, duplo-cego, paralelo, placebo-controlado realizado entre Abril
de 2014 e Abril de 2015 com lactentes apresentando sibilancia recorrente. As intervencoes
foram realizadas com esteroide inalatorio como tratamento convencional para todos os
lactentes e a mistura de probidticos ou placebo como suplementos. O ensaio clinico seguiu as
orientagdes do Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT 2010 Statement). O
desfecho priméario do estudo foi avaliar a ocorréncia de episddios novos, o ndmero de
episddios e numero de dias de sibilancia, ida a emergéncia, dias de uso do B, adrenérgico e do
uso de corticoide oral como medicagfes de resgate da crise de sibilancia, durante o periodo de
intervencdo de 8 semanas e de seguimento de 8 semanas. O desfecho secundario foi analisar a
expressdo das citocinas IL-10, IL-12 e INF-y em sobrenadante da cultura de sangue total
destes lactentes, antes e ap0s 8 semanas de uso de probidticos ou placebo. Este ensaio clinico
foi realizado no Centro de Pesquisas em Alergia e Imunologia do Hospital das Clinicas, na
Universidade Federal de Pernambuco, Recife-Brasil, de acordo com as diretrizes
estabelecidas na Declaracdo de Helsinki. Todos os procedimentos envolvendo seres humanos
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade
Federal de Pernambuco, com numero CAAE: 15798013.0.0000.5208 e registrado no
ClinicalTrials.gov com o identificador: NCT02113072. O Termo de consentimento informado

e escrito foi obtido dos pais ou responsavel legal de todos os lactentes matriculados no estudo.

Participantes
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Este estudo envolveu lactentes com idade de 6 a 24 meses, que apresentavam sibilancia
recorrente: pelo menos trés episddios em seis meses, com pelo menos uma exacerba¢ao nos
altimos trés meses e que ndo tinha iniciado tratamento de manutengdo com esteroide
inalatério até a consulta inicial. Para os critérios de exclusdo foram considerados: lactente que
apresentasse comprometimento nutricional com escore Z -2; malformagfes congénitas das
vias aéreas; fibrose cistica; doencas crbnicas em outros sistemas; distarbios respiratorios
perinatais cronicos como displasia broncopulmonar; bronquiolite obliterante; alergia a
proteina do leite de vaca; tumores intratoracicos; tuberculose pulmonar; imunodeficiéncias
congénitas e prematuridade; exposicao prévia, ou em mesmo periodo do estudo, de outros
produtos contendo probidticos; uso de antileucotrienos no periodo do estudo; uso de
antibioticos nas Ultimas 4 semanas antes de iniciar a intervencao e lactentes matriculados em

outros estudos ou ensaios clinicos.

Avaliacéo clinica

Na consulta clinica inicial foi realizado o detalhamento da historia da sibilancia através de um
formulario, com perguntas abertas e fechadas, construido com algumas questfes do Estudo
Internacional sobre Sibilancia em Lactentes (QE-EISL) relacionadas aos fatores de risco
hereditarios e ambientais [24]. Exame clinico foi realizado por uma especialista
(pneumologista pediatrica) e prosseguiu com teste cutaneo de hipersensibilidade imediata
(Prick Test) com extratos de aeroalérgenos padronizados para acaros, epitélio de céo, epitélio
de gato, barata e fungos e para alérgenos alimentares como as proteinas do leite de vaca e
clara/gema do ovo (FDA Allergenic®, Hgrsholm, Denmark). O teste foi considerado positivo
quando o diametro da papula formada foi > 3 mm do controle negativo (com NaCl a 0,9%).

Outros exames como contagem de eosinéfilos no sangue, dosagem de IgE total sanguinea e
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radiografia de torax foram tambeém solicitados inicialmente. Valores de referéncia para
eosindfilos: absoluto (0 — 500/mm°), sendo considerado aumentado quando > 500/mm?®
(Coulter® LH 750 hematology analyzer, Beckman Coulter, Helsinki, FIN). Para a dosagem
de IgE total sérica foi utilizado o método de eletroquimioluminescéncia com valor de
referéncia considerado elevado > 60 Ul/mL.

Para os lactentes sibilantes recorrentes foi iniciado esteroide inalatério dipropionato de
beclometasona (BDP) HFA 50 pg spray, em doses baixas de 100 pg/dia como tratamento
convencional [25] e fornecido espacador com mascara (AgaChamber®, Agaplastic, RJ,
Brasil) com instrucGes adequadas de uso, orientagcdes do controle ambiental, além do plano de

acao escrito com medicacgdes de resgate com B,-agonista de curta agdo (salbutamol 100 ug)

para eventuais intercorréncias de sibilancia, até a obtencdo adequada do controle.

Calculo Amostral

Foi utilizado como base para o calculo do tamanho da amostra um ensaio clinico
multicéntrico, randomizado, duplo-cego, no qual a ocorréncia de sibilancia foi menor no
grupo que usou um simbiotico 2,8% em comparacdo ao placebo com 30,8% [26]. Assumindo
um nivel de significancia < 5%, com um poder do estudo de 80%, o tamanho da amostra
estimado foi de 27 pacientes para cada grupo. Esperando que no seguimento destes pacientes
houvesse perdas consideradas de até 10% do numero de pacientes do inicio do estudo, foi
acrescentado um percentual de 10% de lactentes sibilantes, perfazendo um tamanho total da

amostra de 30 pacientes para cada grupo.

Randomizac&o e mascaramento
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Um total de 74 lactentes sibilantes foram matriculados no estudo no periodo de um ano. Este
relativo longo tempo pretendeu excluir o viés de selecdo sazonal (periodos chuvosos, em que
aumentam as infeccgdes respiratorias, dos periodos ensolarados).

A randomizagdo foi gerada pelo programa computacional: Randomization Plan com
acesso ao site - http://www.randomization.com realizado por uma profissional fisioterapeuta
(CSFRL) nédo envolvida no estudo, usando técnica de randomizacdo simples com ndmeros
iguais de 30 participantes para cada grupo. O mecanismo utilizado para implementar a
sequéncia de alocacdo randomizada foi através de recipientes numerados sequencialmente.
Estes recipientes armazenavam o0s produtos probioticos ou placebo com as mesmas
caracteristicas organolépticas e em mesma quantidade. A numeragdo dos recipientes e a
ocultacdo da sequéncia também foram realizadas pela mesma profissional que gerou a
randomizacdo e a manteve em sigilo até o final do estudo. Tanto os responsaveis legais dos
lactentes sibilantes inscritos no estudo, quanto a pesquisadora do ensaio clinico, os técnicos
laboratoriais e os estatisticos foram cegados. Ao final do estudo, para avaliar se 0s
responsaveis legais ou os investigadores do estudo se mantiveram cegos, foram convidados a
tentar adivinhar as designagdes do tratamento que foram distribuidos aos lactentes sibilantes.
Caso uma proporcdo maior que o esperado acertasse, deveria incluir uma avaliacdo sobre 0s

potenciais vieses desse “descegamento” parcial.

Preparacdo dos probidticos e placebo

A mistura de probidticos (BioLogicus, Recife, Brasil) foi composta pela matriz densa do kefir
[27, 28], constituida por varios tipos de bactérias acido-lacticas, bactérias acido-acéticas e
leveduras, com as seguintes espécies: Lb. helveticus, Lb. kefiranofaciens, Lb. paracasei, Lb.

kefiri, Lb. delbruecki, Lb. acidophilus. Lb. crispatus, Lb. gallinarum, Lb. fornicalis,
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Bifidobacterium breve, Lactococcus lactis, Enterococcus faecium, Kluyveromyces marxianus,
Kazachstania unispora, Pichia fermentans e Sach.cerevisiae. Esta mistura de probioticos foi
submetida a um processo de fermentagdo em leite bovino e liofilizagdo e o produto final
embalado em sachés de 1g, lacrados, rotulados e identificados com os requisitos de
armazenamento e posologia. As concentracGes finais apresentaram contagens na ordem de 1,0
x 10® UFC/g para bactérias acidos lcticas e 1,0 x 10° UFC/g para leveduras. O placebo foi
amido de mandioca, ndo apresentando nenhuma carga microbiana, com odor, cor, sabor e
textura similares aos probioticos. Igualmente foram embalados contendo 1g em sachés
plasticos lacrados, os quais poderiam ser mantidos em ambiente ventilado, longe de umidade
ou calor excessivo, ou armazenados no refrigerador.

Para certificar que os probio6ticos permaneciam viaveis durante a estocagem e uso,
analises microbioldgicas das cepas fornecidas foram testadas e verificadas quanto a
viabilidade. De Abril de 2014 até Janeiro de 2015, contabilizando aproximadamente 300 dias,
as bactérias lacticas apresentavam 1,5 x 108 UFC/g e as leveduras 1,3 x 10° UFC/g ao final do

estudo.

Descricdo do ensaio clinico

Um periodo de observacdo de 2 semanas foi necessario para realizacdo dos exames iniciais.
Na visita 1 (V1), foi realizada a primeira coleta de sangue para avaliacdo das citocinas I1L-10,
IL-12 e INF-y in vitro. A alocagdo randomizada dos lactentes foi realizada com a distribuicdo
dos recipientes numerados sequencialmente contendo, em cada recipiente, 60 sachés de
probidticos ou de placebo que seriam utilizados durante 8 semanas. O uso de cada saché
contendo 1g do produto (mistura de probidticos ou placebo) consistia em dissolver o conteddo

em pé em uma colher de suco ou leite e oferecer a crianga, preferencialmente na primeira
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refeicdo do dia, uma vez ao dia durante 60 dias. Para um possivel controle do uso dos
produtos, os pais e/ou responsavel traziam os sachés vazios nas visitas (V2 e V3), ap6s 30
dias e 60 dias respectivamente, como forma de demonstrar o cuidado em seguir as
recomendac0es e orientacGes de uso. Na sequéncia, foi entregue a ficha/cartdo intervencao-
diario do lactente aos pais e fornecido explicagdes de como preencher. Durante 60 dias do uso
do produto, os pais e cuidadores da crianca iriam anotar os episodios e dias de duracdo da
sibilancia, se conduziram a crianga ao atendimento a emergéncia e quais as medicac0es que
foram utilizadas na emergéncia e em domicilio. A visita 2 (V2) ocorreu apos 4 semanas de
iniciada a intervencdo, neste momento era realizado avaliagio médica e a ficha/cartdo
intervencgdo-diario era revisada quanto ao correto preenchimento.

Na visita 3 (V3), apds 8 semanas de uso dos probidticos ou placebo, foi realizada a
segunda coleta de sangue, para deteccdo dos niveis de citocinas IL-10, IL-12 e INF-y no
sobrenadante de cultura de sangue total. Os lactentes foram submetidos a nova avaliagdo
médica e a ficha/cartdo intervencdo-diario foi recebida e fornecida a ficha/cartdo seguimento-
diario para as proximas 8 semanas de seguimento. Todos os lactentes sibilantes mantiveram
seus esteroides inalatérios em mesma dose até o final do estudo.

Na ultima visita do ensaio clinico (\V4), apds 16 semanas, foi realizada nova avaliacao
médica e avaliado a ficha/cartdo seguimento-diario do paciente. Foram ajustadas as doses dos
esteroides inalatorios para mais ou menos, a depender da gravidade e frequéncia das crises de

sibilancia e todos os lactentes foram agendados para prosseguimento da avaliagéo clinica.

Andlises das citocinas

Ap0os consentimento e assinatura do TCLE pelos pais e/ou responsavel legal, o sangue de seis

individuos ndo incluidos no estudo (trés criangas com sibilancia recorrente e trés criangas
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saudaveis) foi coletado para estabelecer o tempo e a concentragdo 6tima de cultivo para
detecg¢do das citocinas. Foi realizada a otimizagdo das cinéticas “tempo Versus resposta” e
“concentracdo Versus resposta” dos probidticos na cultura de sangue. Desta forma, a
concentrac&o 6tima da mistura de probidticos (Pb) foi de 1,0 x 10° UFC/mL e o melhor tempo
de cultivo foi 16h.

Amostras de sangue periférico dos lactentes incluidos no ensaio foram coletadas em
tubos com heparina sddica (BD Vacutainer®, Becton Dickinson, New Jersey, EUA) para a
analise das citocinas: 1,0 mL de sangue total foi depositado em placas de 24 pogos de cultura
(Corning Costar®, Sigma-Aldrich, Munich, Germany) na presenca de 1,0 mL de meio RPMI
1640 contendo L-glutamina - 2,05 mm e bicarbonato de sddio - 2 g/L (LGC Biotecnologia®,
Teddington, Middlesex, UK) e enriquecido com soro bovino fetal (Sigma-Aldrich, Munich,
Germany) a 10% e solucdo de penicilina - 100 U/mL e estreptomicina — 100 pg/mL (Sigma-
Aldrich) em diferentes condicbes de cultivo: Phytohemagglutinin A (PHA)
(Gibco™/Invitrogen Corporation, New York, EUA) 5 pg/mL, antigenos de
Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) (FDA Allergenic®) 10 pg/mL, mistura de
probidticos (Pb) (kefir, BioLogicus) a 1,0 x 10° UFC/mL e sem estimulo (Meio) durante o
periodo de 16h de cultivo. As placas foram incubadas a 37°C na presenca de 5% de CO, por
16h. Ao final desse cultivo, os sobrenadantes de cultura foram coletados e centrifugados
(200xg por 2 minutos) para serem armazenados a -20°C até a realizacdo do ensaio para a
deteccdo das citocinas.

Niveis de citocinas no sobrenadante de cultura foram quantificados através do sistema
Cytometric Bead Array (CBA) Flex Sets, seguindo a instrugdao do fabricante BD™ (Becton
Dickson Biosciences, San Diego, EUA). Primeiro, 25 pL da mistura de beads de captura,
marcadas com anticorpos monoclonais anti-1L-12/IL23p40, anti-IL-10 e anti-IFN-y (Becton

Dickson Biosciences) com diferentes intensidades de fluorescéncias (canais FL3 ou FLA4)
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foram transferidos para tubos de citometria (Corning Costar®) destinados as amostras a serem
testadas e ao controle negativo. Em seguida, 25 pl. das amostras de sobrenadante foram
adicionados aos seus respectivos tubos, que foram incubadas por 1h a temperatura ambiente e
ao abrigo da luz. Subsequentemente foram adicionados 25 pL do reagente de deteccao
contendo anticorpos anti-citocinas alvos conjugadas a Phycoerythrin (canal FL2). As misturas
foram incubadas por 2h a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Ap6s a incubacdo, as
esferas de captura foram lavadas com 0,5 mL de solucdo de lavagem e centrifugadas a 200xg
por 5 minutos. Cuidadosamente, o sobrenadante foi descartado por inversao do tubo e 300 uL
de solugédo tampé&o foram adicionados para ressuspender as esferas. As beads foram adquiridas
dentro de 24h utilizando o citometro de fluxo FACScalibur (Becton Dickson
Immunocytometry Systems™) do Nucleo de Plataformas Tecnologicas do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM) - Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). As analises
foram realizadas através do Software FCAP Array versdo 3.01 (Becton Dickson), onde uma
curva-padrdo é elaborada utilizando uma diluicdo seriada dos padrdes de citocinas. O limiar
de deteccdo da IL12/1L23p40 dado pelo kit é de 40 - 10.000 pg/mL e das demais citocinas é

de 10 - 2.500 pg/mL. Os resultados das dosagens das citocinas foram expressos em pg/mL.

Andlise Estatistica

Os resultados foram apresentados em forma de tabelas e graficos com suas respectivas
frequéncias absoluta e relativa. As variaveis numeéricas foram representadas pelas medidas de
tendéncia central e medidas de dispersao. Foi verificada a normalidade de distribuicdo através
do teste de Kolmogorov-Smirnov.

Foram utilizados o teste qui-quadrado e o teste exato de Fisher para as varidveis

categoricas e o teste t Student para as variaveis numéricas de cada grupo probidtico ou
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placebo para as caracteristicas biologicas e demograficas. Os resultados clinicos intergrupo
foram comparados nas visitas V1, V3 e V4 pelo teste qui-quadrado e teste exato de Fisher
para as variaveis nominais e teste de Mann-Whitney para as variaveis discretas. Foram
utilizados os testes t Student pareado e Wilcoxon para avaliacdo dos niveis de citocinas IL-10,
[1-12 e INF- vy intragrupo nas visitas V1 e V3 ¢ o teste t Student e o teste de Mann-Whitney
para comparagdo das citocinas intergrupos. Todos os testes foram aplicados com intervalo de
confianga de 95%, considerando significativos os valores de p < 0,05. Foi utilizado o

Software SPSS 22.0 para Windows® (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Resultados

Dos 74 lactentes sibilantes inscritos, 60 foram incluidos no ensaio clinico para aleatoriamente
receberem a mistura de probidticos (30 pacientes) ou placebo (30 pacientes). Houve perda de
02 pacientes que faziam uso de BDP + placebo na quinta semana de tratamento de acordo
com os periodos do estudo e detalhado no diagrama CONSORT (Fig. 1).

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas descritivas dos 60 lactentes que preencheram
os critérios de inclusdo. O processo de randomizacdo garantiu uma boa comparabilidade entre
os dois grupos. Nenhuma diferenca estatistica significativa foi observada para quaisquer das

variaveis demogréaficas, clinicas e de sensibilizacao alérgica.

Impacto nos parametros clinicos

Nas visitas (V3 e V4) foram anotados os registros clinicos das fichas/cartbes intervencédo e

seguimento diarios, preenchidas pelos responsaveis legais dos pacientes. Foram analisados

seis parametros de evolucgdo clinica entre os grupos probioticos e placebo. Na Tabela 2
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observamos que apds 8 semanas de tratamento com BDP + probi6ticos ou BDP + placebo,
ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos quanto a ocorréncia de episddios
de sibiléncia, ida a emergéncia e uso de corticoide oral para as crises. De modo semelhante,
ndo houve diferenca destes parametros no periodo de seguimento, fase em que mantinham o
uso exclusivo do BDP.,

Ao analisar os nimeros de episddios de sibilancia e os dias de sibilancia, assim como
os dias de uso de B,-adrenérgico de curta acdo, ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos

apos 8 semanas (V3) e no final do estudo (V4) Fig. 2.

Impacto na producéo de citocinas

A cultura de sangue total recebeu estimulos com Phytohemaglutinina A (PHA), antigeno
Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) e mistura de probidticos (Pb). A Fig. 3 mostra 0s
niveis da citocina de padrdo T regulatorio, a IL-10, antes da intervencdo (V1) e apds 8
semanas de tratamento (V3). Houve diferenca estatistica significativa dos niveis de IL-10,
com estimulo PHA, no grupo que recebeu probidticos em comparacdo ao placebo [78,7
pg/mL (47,6; 103,5) vs. 52,3 pg/mL (41,0; 79,6) com P = 0,029]. Para nossa descoberta
inesperada, na Fig. 4, também observamos que apds o tratamento com a mistura de
probidticos, os niveis da citocina IL-12, de padrdo Thl, em dois diferentes meios de cultura,
apresentou diferenca estatistica significativa quando comparado com o grupo controle (BDP +
placebo), ao estimulo com Der p [292,8 pg/mL (231,1; 377,5) vs. 226,5 pg/mL (127,6; 306,5)
com P = 0,040] e ao estimulo com Pb [30,1 pg/mL (20,6; 43,9) vs. 21,3 pg/mL (10,8; 32,2)
com P =0,032].

Na analise dos resultados da Fig. 5, apés 8 semanas de intervencdo, nao houve

diferenca significativa nos niveis de INF-y entre os grupos de estudo.
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Niveis das citocinas IL-10, IL-12 e INF-y foram avaliados intragrupo antes e apos uso

dos probi6ticos ou placebo, em diferentes estimulos, como mostrado na Tabela 3.

Discussao

Neste estudo, verificou-se que a ingestdo diaria da mistura de probioticos durante 8 semanas,
como aditivo ao tratamento para controle da sibilancia no lactente, ndo produziu resultados
significativos aos parametros clinicos de reducdo de sibilancia, entretanto, pode-se observar
aumento significativo das citocinas 1L-10 de padrdo T regulatorio e IL-12 de padrdo Thl em
cultura de células destes lactentes.

Existem pelo menos trés hipdteses relativas aos conhecidos efeitos
imunoestimulatérios dos probioticos: podem alterar o perfil de citocinas Th2, em condicdes
atopicas, devido ao seu efeito adjuvante Thl [29, 30]; podem induzir um subconjunto de
linfécitos T reguladores, tais como Th3, Thl e Treg natural, e, portanto suprimir uma futura
resposta inflamatdria alérgica [31-33]; e probidticos podem interagir com as células da
resposta imune inata na mucosa gastrointestinal e, assim, alcancar tolerancia imunolégica
sisttmica [34-36]. Entretanto, o mecanismo subjacente para que estas modificacbes no
sistema imune das mucosas possam refletir em respostas clinicas ainda permanecem
desconhecidas.

A maioria das analises in vitro das propriedades de imunomodulacdo de cepas
bacterianas séo realizadas através de medicGes dos niveis de citocinas no sobrenadante de
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) ou nas culturas de células totais [37]. A
aplicacdo de cepas probidticas em animais vem demonstrando que h& uma correlacéo
significativa de citocinas que sdo produzidas na mucosa intestinal e sdo identificadas

posteriormente no soro e em outras mucosas em sitios distantes do local de producéo [38, 39].
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Em estudo conduzido em ratos, a administracdo por via oral do Lactobacillus
rhamnosus CRL1505 (Lr1505) foi capaz de aumentar os niveis de IFN-y, IL-10 e IL-12 no
trato respiratorio e o nimero de células T CD3"CD4'IFN-y" nos pulmdes. No modelo
experimental de inflamacdo pulmonar, com base na administracdo de particulas virais
artificiais, o uso oral de Lr1505 reduziu as lesdes pulmonares e a producdo de TNF-a, IL-6,
IL-8 e MCP-1 no trato respiratério ap6s o desafio com o patégeno, além de ter induzido a um
aumento significativo de I1L-10, IL-12 e INF- y no soro e pulmdes de ratos tratados. Portanto,
0 Lr1505 induziu mobilizacdo de células do intestino e promoveu alteragbes no perfil de
citocinas que foram capazes de modular beneficamente a imunidade da mucosa respiratoria
[38]. Em outro estudo, a administracdo de Lactobacillus plantarum G-137 estimulou
macréfagos e células dendriticas a produzirem citocinas de células Thl em ratos que
receberam o virus da gripe A (HLN1) intranasal. Os titulos virais no pulmdo foram
significativamente inferiores em ratos tratados com o probiotico do que os controles e um
nivel significativo de IFN-p foi detectado no soro destes ratos [39]. Esses estudos mostraram
que haveria uma mobilizacdo de células intestinais e producdo de citocinas que seriam
capazes de modular de forma benéfica a imunidade da mucosa respiratria. Entretanto,
estudos avaliando a aplicacdo de probidticos em humanos ainda ndo conseguem demonstrar
esta “via de conexao” entre o estimulo originado no tecido intestinal e a resposta clinica em
sitios distantes do organismo.

A imunomodulacdo da mucosa respiratdria, por probioticos administrados por via oral,
tem de fato um mecanismo complexo, provavelmente relacionado com cepas especificas,
sitios especificos de atuacdo, doses, tempo de administracdo e caracteristicas proprias da
resposta imunoldgica do individuo que aguardam ainda serem identificados [40-43].

Ensaios clinicos com o uso de probidticos nas afec¢bes do trato respiratorio

apresentam resultados clinicos diferentes. Na avaliacdo das infeccGes respiratorias, possivel
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causa de sibilancia recorrente, recente metanalise identificou, em 10 ensaios clinicos
realizados em criancas de 1 a 12 anos de idade, que o uso de probiodticos conseguia obter
reducdo de um dia na duracdo dos sintomas, o0 que poderia repercutir em menor possibilidade
de agravamento da doenca nesta faixa etaria [16]. Quanto ao uso de probidticos na prevencao
da asma, outra importante causa de sibilancia recorrente, trés recentes estudos: o Clinical Use
of Probiotics in Pediatric Allergy (CUPPA) — um Position Paper da Organizacdo Mundial de
Alergia (WAO) [17]; em metanalise de 20 ECRs, incluindo 4866 criangas, avaliando a
suplementacdo de probidticos durante a gravidez e/ou infancia [21]; e em revisdo de 25
estudos, incluindo criangas do nascimento até 18 anos de vida, avaliando a administracdo de
probidticos na atopia e asma [44], concluiram que ndo ha suficiente evidéncia para
recomendar o uso de probioticos na prevencdo primaria da sibilancia e asma.

Em nosso estudo, o uso da mistura de probidticos ndo promoveu mudancas
significativas nos parametros clinicos avaliados em comparacao ao uso do placebo, portanto,
algumas limitacdes precisam ser analisadas. Limitacfes quanto a magnitude do efeito, que
pode ndo ter sido suficiente para ser detectado nos sujeitos do estudo, especialmente pelo
produto ter sido adicionado como adjuvante ao tratamento recomendado com esterdide
inalatério. Limitagdes quanto ao uso de uma mistura de probidticos, que apesar de ja ter sido
usada em experimentos em animais e em ensaios clinicos em humanos [45, 46], ainda ndo
tinha sido testada em criancas menores. LimitacGes quanto a dose e tempo de uso para se
obterem o efeito desejado, pois ndo existe uma uniformidade de uso entre os estudos
publicados e recomendagfes de consensos e guidelines ainda se fazem necessarios. Deve ser
considerado também que o estudo nédo teve objetivo de avaliar como os probidticos poderiam
agir de forma diferente nos muitos fenotipos de sibilancia do lactente. Outra limitacdo que o

estudo poderia trazer seria 0 viés de recordacdo dos sintomas pelos pais ou cuidadores, que foi
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minimizado com agendamento das visitas com brevidade, além da avaliacdo da ficha/cartdo
diério na intervencdo e seguimento do paciente.

Em conclusdo, apesar de ainda ndo serem identificados beneficios clinicos
significativos, este ensaio clinico evidenciou que o uso da mistura de probidticos acende uma
perspectiva de imunomodulacdo promovida pela producdo de citocinas de padrdo Thl e T
regulatério que puderam ser verificadas por aumento das citocinas IL-10 e IL-12 em cultura
de celulas destes lactentes sibilantes recorrentes. Esfor¢cos devem ser considerados em
analisar, em estudos futuros, as complexas e dindmicas interacdes entre a acdo dos probioticos
in vitro e a acdo dos mesmos no tecido linfoide intestinal, bem como o didlogo deste com o
sistema imune da mucosa em outros sitios distantes. Abordagens e estudos coordenados por
pesquisadores de varios centros, que uniformizem os métodos em redes colaborativas,

considerando a complexidade do tema, s@o necessarios.
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Fig. 1. Descricdo do ensaio clinico: A) Diagrama CONSORT; B) Fluxograma do estudo.
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Tabela 1. Caracteristicas dos lactentes sibilantes do estudo

Grupo
Variaveis BDP + Probiotico (30) BDP + Placebo (30)  P-valor
n (%) n(%o)

Idade (meses) 13 + 4,68 DP** 11+5,13 0,286
Peso (g) 10906 £ 2155 9778 £ 1386 0,200°
Estatura (cm) 75,65 + 5,70 74,07 £ 6,32 0,313
Sexo

Masculino 18 (60,0) 12 (40,0) 0,197*

Feminino 12 (40,0) 18 (60,0)
Tabagismo na gravidez 2 (6,7) 3(10,0) 1,000*
Parto Cesariana 17 (56,7) 19 (63,3) 0,792*
Tempo de amamentacéo

< 4 meses de vida 19 (63,3) 17 (56,6) 0,820*

4 e 5 meses de vida 6 (20,0) 8 (26,7)

> 6 meses de vida 5(16,7) 5 (16,7)
Tabagismo no domicilio 9 (30,0) 11 (36,7) 0,784*
Frequentar creche 5(16,7) 3(10,0) 0,706
Exposicéo aos alérgenos de animais 10 (33,3) 11 (36,7) 1,000*
Exposic¢do ao mofo ou umidade 18 (60,0) 18 (60,0) 1,000*
1° episodio de infecco respiratoria

< 3 meses de vida 14 (46,7) 13 (43,3) 1,000*
1° episédio de sibilancia

< 3 meses de vida 10 (33,3) 10 (33,3) 1,000*
Internamento pela sibilancia 18 (60,0) 21 (70,0) 0,588*
Poluicdo atmosférica no ambiente 17 (56,7) 22 (73,3) 0,279*
N° Irmé&os/as

Nenhum 9 (30,0 10 (33,3) 0,725¢

>1 21 (70,0) 20 (66,7)
Pessoas que residem em mesma casa

Dois 2 (6,7) 2 (6,7) 0,888"

>3 28 (93,3) 28 (93,3)
Escolaridade da mée

8 anos a 11 anos 11 (36,7) 10 (33,4) 0,420"

12 ou mais anos 19 (63,3) 20 (66,6)
Rinite 4 (13,3) 5(16,7) 1,000
Eczema 1(3,3) 0 (0,0 1,000
Teste cutaneo

Positivo 3(10,0) 1(3,3) 0,612

Negativo 27 (90,0) 29 (96,7)
Eosindfilos sangue

<500 20 (66,7) 17 (56,6) 0,523"

> 500 10 (33,3) 13 (43,4)
IgE total sangue

Normal (< 60) 22 (73,3) 21 (70,0) 1,000*

Aumentado (> 60) 8 (26,7) 9 (30,0)

*Teste Qui-Quadrado, "Teste Exato de Fisher, *Teste t Student.
**DP: Desvio Padrdo
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Tabela 2. Comparacdo dos aspectos clinicos entre 0s grupos de lactentes sibilantes que receberam probidticos ou placebo na visita 1, apds 8

semanas e no seguimento até 16 semanas

Durante seguimento até 16

Visita 1 Apos 8 semanas (V3) semanas (V4)
. (30)BDP +  (30) BDP + (30) BDP + (28) BDP + (30) BDP + (28) BDP + ]
Variaveis Probidtico Placebo Probiotico + Placebo + P-valor  Probidtico - Placebo - P-valor
0 . n (%) n(%) n (%) n (%)
n (%) 30 n(%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)

Ocorréncia de 14 (46,7) 17 (60,7) * 9 (30,0) 12 (42,9) -
sibilancia 30 (100) 30 (100) (29,54 - 64,41) (41,99 - 77,32) 0,419 (15,73 -47,97) (25,68 — 61,44) 0,456
Ida a emergéncia 5(16,7) 6 (21,4) * 2 (6,7) 5(17,9) ¥

30 (100) 30 (100) (6,37-3315) (9.17-39,34) 089" (1137 9032)  (685-3524) %246
Uso de corticoide oral 6 (20,0) 10 (35,7) * 3(10,0) 6 (21,4) ¥
para sibilancia 30 (100) 30 (100) (853-37.03) (19.77-5448) 029" (261 2485 (917-3934) 029

*Teste Qui-Quadrado, 'Teste Exato de Fisher.
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Fig. 2. Média do nimero de episodios de sibilancia, do nimero de dias de sibilancia e do nimero de dias de
uso do B2-adrenérgico nos grupos, em diferentes momentos: antes e apds uso de probidticos ou placebo e no

seguimento. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Fig. 3. Deteccdo por citometria de fluxo dos niveis de citocina IL-10 no sobrenadante de

cultura de sangue total em diferentes estimulos Phytohemaglutinina A (PHA), antigeno

Dermatophagoides pteronyssinus (Der p), mistura de probioticos (Pb) e meio sem estimulo. O

nivel de IL-10 sob estimulo com PHA in vitro foi significativamente maior no grupo que fez

uso de probidticos em comparagdo ao grupo placebo (visita 3). Boxes representados pelos

quartis Q1 (percentil 25) e Q3 (percentil 75), pela mediana e pontos outliers. Diferenca

estatisticamente significativa foi indicada por asterico, que denota P < 0.05 por comparagéo

entre 0s grupos.
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Fig. 4. Niveis de IL-12 detectados no sobrenadante da cultura de células totais em diferentes
estimulos Phytohemaglutinina A (PHA), antigeno Dermatophagoides pteronyssinus (Der p),
mistura de probidticos (Pb) e meio sem estimulo. Diferenca significativa dos niveis de 1L-12
nos estimulos com Der p e Pb em lactentes sibilantes que fizeram uso de probidticos em
comparacdo ao placebo na visita 3. Boxes representados pelos quartis Q1 (percentil 25) e Q3
(percentil 75), pela mediana e pontos outliers. Diferenca estatisticamente significativa foi

indicada por asterico, que denota P < 0.05 por comparagao entre 0s grupos.
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Fig. 5. Niveis de INF-y ndo apresentaram diferenga significativa na cultura de sangue total de

pacientes que receberam probidticos e placebo. Deteccdo dos niveis de INF-y por citometria

de fluxo no sobrenadante da cultura de células totais em diferentes estimulos

Phytohemaglutinina A (PHA), antigeno Dermatophagoides pteronyssinus (Der p), mistura de

probidticos (Pb) e meio sem estimulo. Boxes representados pelos quartis Q1 (percentil 25) e

Q3 (percentil 75), pela mediana e pontos outliers.



Tabela 3. Niveis das citocinas IL-10, IL-12 e INF-y em diferentes meios de estimulo in vitro, antes e apés uso de probidticos ou placebo

Grupo BDP + Probidtico

Grupo BDP + Placebo

Variaveis Visita 1 Visita 3 (P-valor) Visita 1 Visita 3 (P-valor)
Mediana (Q1; Q3) Mediana (Q1; Q3) Mediana (Q1; Q3) Mediana (Q1; Q3)

PHA (IL-10) 43,4 (22,6; 76,5) 78,7 (47,6; 103,5) <0,001* 39,7 (26,9; 60,1) 52,3 (41,0; 79,6) 0,040"
Der p (IL-10) 14,2 (6,9; 83,2) 315,4 (216,6; 405,5) <0,001" 46,4 (15,1; 73,9) 227,9 (182,4; 360,7) <0,001"
Pb (IL-10) 20,8 (14,9; 28,0) 59,6 (51,7; 92,4) <0,001" 18,0 (11,6; 27,0) 74,6 (47,1; 135,0) <0,001"
Meio (IL-10) 8,8 (4,5; 67,2) 9,9 (6,5; 16,4) 0,111° 24.6 (6,5; 49,9) 10,6 (5,9; 14,7) 0,019°
PHA (IL-12) 28,7 (14,2; 96,4) 23,4 (14,8; 35,3) 0,109° 37,6 (11,9; 151,4) 21,1 (11,6; 32,8) 0,011
Der p (IL-12) 30,4 (10,2; 202,9)  292,8 (231,1; 377,5) <0,001* 49,4 (19,4;170,8)  226,5 (127,6; 306,5) <0,001"
Pb (IL-12) 14,0 (9,4; 21,0 30,1 (20,6; 43,9) <0,001* 13,9 (8,6; 24,7) 21,3 (10,8; 32,2) 0,029°
Meio (IL-12) 21,7 (5,2; 256,2) 37,8 (18,4;57,9) 0,213" 61,4 (7,2; 247,0) 30,9 (13,4; 66,4) 0,043°
PHA (IFN-y) 76,0 (38,2;121,0)  186,1 (114,9; 429,2) <0,001" 97,3(52,9;196,4)  336,7 (143,9; 529,0) <0,001"
Der p (IFN-y) 1,3 (1,1; 2,0) 14,9 (3,9; 34,1) 0,001* 1,5 (0,9; 2,0) 6,2 (0,3; 16,5) 0,001°
Pb (IFN-y) 2,4 (1,2;9,8) 8,7 (1,2; 24,6) 0,006" 2,0 (1,3;3,8) 3,3 (1,2; 26,7) 0,122°
Meio (IFN-y) 1,5 (1,1; 2,0) 0,0 (0,0; 0,0 <0,001" 1,3(1,0;1,7) 0,0 (0,0; 0,0) <0,001"

*Teste t Student Pareado, "Teste de Wilcoxon.
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4 CAPITULO IV

4.1 CONCLUSOES DA DISSERTACAO

e Na anélise dos estudos da revisdo sistematica, reducdo de novos episédios de infeccao foi
o desfecho favoravel ao uso dos probidticos no tratamento das infecgdes respiratorias na
crianca. Importante destacar que esses ensaios clinicos foram realizados, em sua maioria,
em paises desenvolvidos, com condi¢Ges de saneamento, de assisténcia a salde e de
regulamentacdo rigorosa ao uso de probidticos bem estabelecidos, havendo, portanto, a
necessidade de pesquisas futuras em paises em desenvolvimento, onde as taxas de
infeccbes respiratérias na infancia sdo maiores quando comparadas aos dos paises de

elevada renda per capita identificados nesta revisao.

e No ensaio clinico randomizado, a mistura de probiéticos foi mais propensa em reduzir a
ocorréncia de sibilancia durante a intervencdo (46,7% versus 60,7%) e durante o
seguimento (30,0% versus 42,9%) em comparagdo ao grupo placebo, entretanto néo
houve diferenca significativa entre os dois grupos. Houve diferenca significativa dos
niveis de IL-10 in vitro, em estimulo com Phytohemaglutinina A, no grupo que recebeu
probidticos versus placebo (P = 0,029) e dos niveis de IL-12, em dois diferentes
estimulos, na cultura de sangue dos lactentes que receberam a mistura de probioticos em

comparacao ao placebo, com P = 0,040 e P = 0,032.



131

REFERENCIAS

ABRAHAMSSON, T. R. et al. A Th1/Th2-associated chemokine imbalance during infancy in
children developing eczema, wheeze and sensitization. Clinical and Experimental Allergy,
v.41,n.12, p. 1729-1739, 2011.

ABRAHAMSSON, T. R. et al. No effect of probiotics on respiratory allergies: A seven-year
follow-up of a randomized controlled trial in infancy. Pediatric Allergy and Immunology, v.
24, n. 6, p. 556-561, 2013.

ADHAM, M. et al. Wheezing phenotypes from birth to adolescence: a cohort study in Pelotas,
Brasil, 1993 - 2004. J Bras Pneumol, v. 34, n. 6, p. 185-196, 2008.

ALLAN WALKER, W. Initial intestinal colonization in the human infant and immune
homeostasis. Annals of Nutrition and Metabolism, v. 63, n. SUPPL.2, p. 8-15, 2013.

ANUKAM, K. C.; REID, G. Probiotics : 100 years ( 1907-2007 ) after Elie Metchnikoff ’ s
Observation Brief history of Elie Metchnikoff Probiotics beyond fermented dairy products.
Communicating Current Research and Educational Topics and Trends in Applied
Microbiology, v. 30, n.5, p. 466-474, 2007.

AZAD, M. B. et al. Probiotic supplementation during pregnancy or infancy for the prevention
of asthma and wheeze: systematic review and meta-analysis. BMJ, v. 347, n. 5, p. f6471,
2013.

BACHARIER, L. B. et al. Diagnosis and treatment of asthma in childhood: a PRACTALL
consensus report. Allergy, v. 63, n. 1, p. 5-34, 2008.

BACHARIER, L. B.; GUILBERT, T. W. Diagnosis and management of early asthma in
preschool-aged children. Journal of Allergy and Clinical Immunology, v. 130, n. 2, p. 287—
296, 2012.

BERMUDEZ-BRITO, M. et al. Probiotic mechanisms of action. Annals of Nutrition and
Metabolism, v. 61, n. 2, p. 160-174, 2012.

BESSA, O. A A C. etal. Prevalence and risk factors associated with wheezing in the first year
of life. Jornal de Pediatria, v. 90, n. 2, p. 190-196, 2014.

BOEHM, U., et al. Cellular responses to interferon-gamma. Annu. Rev. Immunol., v. 15, n.
3, p. 749-795, 1997.

BOOKMAN, E. B. et al. Gene-environment interplay in common complex diseases: forging
an integrative model-recommendations from an NIH workshop. Genetic Epidemiology, v.
225, n. 35, p. 217-225, 2011.

BORCHERS, A.T. et al. Probiotics and immunity. J Gastroenterol, v. 44, n. 3, p. 2646,
20009.



132

BOSIS, S. et al. Role of respiratory pathogens in infants hospitalized for a first episode of
wheezing and their impact on recurrences. Clinical Microbiology and Infection Diseases, V.
14,n. 7, p. 677-684, 2008.

BUTEL, M. J. Probiotics, gut microbiota and health. Medicine et Maladies Infectieuses, v.
44,n.1,p. 1-8, 2014.

CAMARA, A. A et al. Risk factors for wheezing in a subtropical environment: role of
respiratory viruses and allergen sensitization. The Journal of Allergy and Clinical
Immunology, v. 113, n. 3, p. 551-557, 2004.

CAROLINE, A. et al. Lactente sibilante : prevaléncia e fatores de risco Wheezing infant :
prevalence and risk factors. Revista Brasileira de Alergia e Imunopatologia, v. 33, n. 2, p.
43-50, 2010.

CASELLI, M. et al. Actual concept of “probiotics™: is it more functional to science or
business? World Journal of Gastroenterology, v. 19, n. 10, p. 1527-1540, 2013.

CASTRO-RODRIGUEZ, J. A; PEDERSEN, S. The role of inhaled corticosteroids in
management of asthma in infants and preschoolers. Current Opinion in Pulmonary
Medicine, v. 19, n. 1, p. 54-59, 2013.

CASTRO-RODRIGUEZ, J. A; RODRIGO, G. J. Efficacy of inhaled corticosteroids in infants
and preschoolers with recurrent wheezing and asthma: a systematic review with meta-
analysis. Pediatrics, v. 123, n. 3, p. €519-25, 2009.

CASTRO-RODRIGUEZ, J. A. et al. A clinical index to define risk of asthma in young
children with recurrent wheezing. American Journal of Respiratory and Critical Care
Medicine, v. 162, n. 4 |, p. 1403-1406, 2000.

CHEN, Y.-S. et al. Randomized placebo-controlled trial of lactobacillus on asthmatic children
with allergic rhinitis. Pediatric Pulmonology, v. 45, n. 11, p. 1111-1120, 2010.

CHONG NETO, HJ; MEDEIRQOS, D; ROCHA, LA. Abordagem do paciente em Alergia e
Imunologia. Ed. Medbook. Abordagem e investigacdo do lactente sibilante. Capitulo 33,
secdo IV, p. 437-447, Séo Paulo, 2012.

DAS, R. R.; NAIK, S. S.; SINGH, M. Probiotics as additives on therapy in allergic airway
diseases: a systematic review of benefits and risks. BioMed Research International, v. 23, n.
9, p. 1-10, 2013.

DE JONG, B. M. et al. Determinants of health care utilization for respiratory symptoms in the
first year of life. Medical Care, v. 45, n. 8, p. 746-752, 2007.

DELA BIANCA, AC et al. International Study of Wheezing in Infants (EISL): Validation of
Written Questionnaire for Children Aged Below 3 Years. J Investig Allergol Clin Immunol,
v.19, n.1, p.35-42, 2009.

DELCENSERIE, V. et al. Immunomodulatory effects of probiotics in the intestinal tract.
Molecular Biology, v. 10, n. 1, p. 37-54, 2008.



133

DOGI, C. A; WEILL, F.; PERDIGON, G. Immune response of non-pathogenic gram(+) and
gram(-) bacteria in inductive sites of the intestinal mucosa study of the pathway of signaling
involved. Immunobiology, v. 215, n. 1, p. 60-69, 2010.

DONGARRA, M. L. et al. Mucosal immunology and probiotics. Current Allergy and
Asthma Reports, v. 13, n. 1, p. 19-26, 2013.

ELAZAB, N. et al. Probiotic Administration in Early Life, Atopy, and Asthma: A Meta-
analysis of Clinical Trials. Pediatrics, v. 132, n. 3, p. e666—676, 2013.

EL-GAMAL, Y. M.; EL-SAYED, S. S. Wheezing in infancy. The World Allergy
Organization journal, v. 4, n. 5, p. 85-90, 2011.

FAOQO, J. et al. Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food. World Health
Organization, p. 1-11, 2002.

FIGLER, M. et al. Effect of special Hungarian probiotic kefir on faecal microflora. World J
Gastroenterol, v. 12, n. 7, p. 1129-1132, 2006.

FIOCCHI, A. et al. Clinical Use of Probiotics in Pediatric Allergy (CUPPA): A World
Allergy Organization Position Paper. The World Allergy Organization Journal, v. 5, n. 11,
p. 148-167, 2012.

FIOCCHI, A. et al. World Allergy Organization-McMaster University Guidelines for Allergic
Disease Prevention (GLAD-P): Probiotics. World Allergy Organization Journal, v. 8, n. 1,
p. 1-13, 2015.

FORCHIELLI, M. L.; WALKER, W. A. The role of gut-associated lymphoid tissues and
mucosal defence. The British Journal of Nutrition, v. 93,n. Suppl 1, p. S41-S48, 2005.

FORSYTHE, P. Probiotics and lung diseases. Chest, v. 139, n. 4, p. 901-908, 2011.

FRANK, P. 1. et al. Long term prognosis in preschool children with wheeze: longitudinal
postal questionnaire study 1993-2004. BMJ, v. 336, n. 7658, p. 1423-1426, 2008.

FREY, U. et al. Alterations in airway wall properties in infants with a history of wheezing
disorders. American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine, v. 161, n. 6, p.
1825-1829, 2000.

GACKOWSKA, L. et al. Combined effect of different lactic acid bacteria strains on the mode
of cytokines pattern expression in human peripheral blood mononuclear cells. Journal of
Physiology and Pharmacology, v. 57, n. Suppl 9, p. 13-21, 2006.

GARCIA-MARCOS, L.; MARTINEZ, F. D. Multitrigger versus episodic wheeze in toddlers:
New phenotypes or severity markers? Journal of Allergy and Clinical Immunology, v. 126,
n. 3, p. 489490, 2010.

GHADIMI, D. et al. Effects of probiotic bacteria and their genomic DNA on TH1/TH2-
cytokine production by peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of healthy and allergic
subjects. Immunobiology, v. 213, n. 8, p. 677-692, 2008.



134

GHAFFARIAN, R. M. S. Models and Methods to Evaluate Transport of Drug Delivery
Systems Across Cellular Barriers. J Vis Exp, v. 29, n. 6, p. 997-1003, 2012.

GIOVANNINI, M., et al. A randomized prospective double blind controlled trial on effects of
long-term consumption of fermented milk containing Lactobacillus casei in pre-school
children with allergic asthma and/or rhinitis. Pediatr Res., v. 62, n. 7, p. 1-4, 2007.

GUILBERT, T. W. et al. Atopic characteristics of children with recurrent wheezing at high
risk for the development of childhood asthma. The Journal of Allergy and Clinical
Immunology, v. 114, n. 6, p. 1282-1287, 2004.

HAO, Q. et al. Probiotics for preventing acute upper respiratory tract infections. Cochrane
Database of Systematic Reviews (Online), v. 9, n. 2, p. CD006895, 2011.

HERR, M. et al. Risk factors and characteristics of respiratory and allergic phenotypes in
early childhood. The Journal of Allergy and Clinical Immunology, v. 130, n. 2, p. 389—
396.e4, 2012.

HO, S.-M. Environmental epigenetics of asthma: an update. The Journal of Allergy and
Clinical Immunology, v. 126, n. 3, p. 453-465, 2010.

HOVAYV, A-H. Dendritic cells of the oral mucosa. Mucosal Immunology, v. 7, n. 1, p. 27—
37, 2014.

JALANKA-TUOVINEN, J. et al. Intestinal microbiota in healthy adults: Temporal analysis
reveals individual and common core and relation to intestinal symptoms. PLoS ONE, v. 6, n.
7, p. €23035, 2011.

JENSEN, M. P. et al. Early probiotic supplementation for allergy prevention: Long-term
outcomes. Journal of Allergy and Clinical Immunology, v. 130, n. 5, p. 1209-1211, 2012.

JUST, J. et al. Impact of innate and environmental factors on wheezing persistence during
childhood. The Journal of Asthma, v. 47, n. 4, p. 412-416, 2010.

KING, S. et al. Effectiveness of probiotics on the duration of illness in healthy children and
adults who develop common acute respiratory infectious conditions: a systematic review and
meta-analysis. The British Journal of Nutrition, v. 112, n. 1, p. 41-54, 2014.

KRAWIEC, M. E. et al. Persistent wheezing in very young children is associated with lower
respiratory inflammation. American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine,
v. 163, n. 6, p. 1338-1343, 2001.

KURUKULAARATCHY, R. J. et al. Characterization of wheezing phenotypes in the first 10
years of life. Clinical and Experimental Allergy, v. 33, n. 5, p. 573-578, 2003.

LEBEER, S.; VANDERLEYDEN, J.; DE KEERSMAECKER, S. C. J. Host interactions of
probiotic bacterial surface molecules: comparison with commensals and pathogens. Nature
Reviews. Microbiology, v. 8, n. 3, p. 171-184, 2010.



135

LEITE, A. M. O, et al. Assessment of the microbial diversity of Brazilian kefir grains by
PCR-DGGE and pyrosequencing analysis. Food Microbiol, v. 31, n. 7, p. 215-221, 2012.

LIU, G.; ZHANG, L.; ZHAO, Y. Modulation of immune responses through direct activation
of Toll-like receptors to T cells. Clinical and Experimental Immunology, v. 160, n. 2, p.
168-175, 2010.

MAAS, T. et al. Mono and multifaceted inhalant and/or food allergen reduction interventions
for preventing asthma in children at high risk of developing asthma. Cochrane Database of
Systematic Reviews, v. 7, n. 3, p. 209-211, 2009.

MACKOWIAK, P. A. Recycling Metchnikoff: Probiotics, the Intestinal Microbiome and the
Quest for Long Life. Frontiers in Public Health, v. 1, n. 13, p. 52-54, 2013.

MALLOL, J. et al. International prevalence of recurrent wheezing during the first year of life:
variability, treatment patterns and use of health resources. Thorax, v. 65, n. 11, p. 1004—
1009, 2010.

MALLOL, J.; AGUIRRE, V.; WANDALSEN, G. Common cold decreases lung function in
infants with recurrent wheezing. Allergologia et Immunopathologia, v. 38, n. 3, p. 110-114,
2010.

MARKS, G. B. The allergic paradox: A key to progress in primary prevention of asthma.
Journal of Allergy and Clinical Immunology, v. 128, n. 4, p. 789-790, 2011.

MARTINEZ, F. D. Asthma and Wheezing in the first six years of life. The New England
Journal of Medicine, v. 332, n. 3, p. 133-138, 1995.

MARTINEZ, F. D. et al. Use of beclomethasone dipropionate as rescue treatment for children
with mild persistent asthma (TREXA): A randomised, double-blind, placebo-controlled trial.
The Lancet, v. 377, n. 9766, p. 650-657, 2011.

MASOLI, M. et al. Program G. The global burden of asthma: excutive summary of the GINA
Dissemination Committee Report. Allergy, v. 59, n. 5, p. 469-478, 2004.

MEDEIROS, D et al. Prevaléncia de sibilancia e fatores de risco associados em criancas no
primeiro ano de vida, residentes no Municipio de Recife, Pernambuco, Brasil. Cad. Saude
Publica, v. 27, n. 8, p. 1551-1559, 2011.

MELEN, E. et al. Influence of male sex and parental allergic disease on childhood wheezing:
role of interactions. Clinical and Experimental Allergy, v. 34, n. 6, p. 839-844, 2004.

MIDODZI, W. K. et al. Predictors for wheezing phenotypes in the first decade of life.
Respirology, v. 13, n. 4, p. 537-545, 2008.

MINISTERIO DA SAUDE. Sistema de Informagdes Hospitalares do Sistema Unico de Satide
(SIH/SUS). DATASUS, 2015. Disponivel em:
http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/deftohtm.exe?sih/cnv/niuf.def. Acesso em: 07/02/2015.



136

MURRAY, P. J.; WYNN, T. A. Protective and pathogenic functions of macrophage subsets.
Nature Reviews Immunology, v. 11, n. 11, p. 723-737, 2011.

OZDEMIR, O. Various effects of different probiotic strains in allergic disorders: An update
from laboratory and clinical data. Clinical and Experimental Immunology, v. 160, n. 3, p.
295-304, 2010.

OZDEMIR, O. Preventative and Therapeutic Role of Probiotics in Various Allergic and
Autoimmune Disorders: An Up-to-Date Literature Review of Essential Experimental and
Clinical Data. Journal of Evidence - Based Complementary & Alternative Medicine, v.
18, n. 2, p. 121-151, 2012.

PALMER, C. et al. Development of the human infant intestinal microbiota. PLoS Biology, v.
5,n.7, p. 1556-1573, 2007.

PANDURU, M. et al. Probiotics and primary prevention of atopic dermatitis: a meta-analysis
of randomized controlled studies. Journal of the European Academy of Dermatology and
Venereology, v. 2, n. 29, p. 232-242, 2014.

PAPADOPOULQS, N. G. et al. International consensus on (ICON) pediatric asthma.
Allergy, v. 67, n. 8, p. 976-997, 2012.

PEDERSEN, S. E. et al. Global strategy for the diagnosis and management of asthma in
children 5 years and younger. Pediatric Pulmonology, v. 46, n. 1, p. 1-17, 2011.

PEREZ-YARZA, E. G. et al. The Association Between Respiratory Syncytial Virus Infection
and the Development of Childhood Asthma. The Pediatric Infectious Disease Journal, v.
26, n. 8, p. 733-739, 2007.

PRESCOTT, S.; NOWAK-WEGRZYN, A. Strategies to prevent or reduce allergic disease.
Annals of Nutrition & Metabolism, v. 59, n. suppl 1, p. 28-42, 2011.

PUNNONEN, J., et al. IL-10 and viral IL-10 prevent IL-4 induced IgE synthesis by inhibiting
the accessory cell function of monocytes. J. Immunol., v. 151, n. 3, p. 1280-1289, 1993.

RAJILIC-STOJANOVIC, M.; DE VOS, W. M. The first 1000 cultured species of the human
gastrointestinal microbiota. FEMS Microbiology Reviews, v. 38, n. 17, p. 996-1047, 2014.

RAUCH, M.; LYNCH, S. V. The potential for probiotic manipulation of the gastrointestinal
microbiome. Current Opinion in Biotechnology, v. 23, n. 2, p. 192-201, 2012.

RAUTAVA, S. et al. Microbial contact during pregnancy, intestinal colonization and human
disease. Nature Reviews Gastroenterology & Hepatology Nature Publishing Group,
2012. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1038/nrgastr0.2012.144>

ROBERTSON, S. J.; GIRARDIN, S. E. Nod-like receptors in intestinal host defense:
controlling pathogens, the microbiota, or both? Current Opinion in Gastroenterology, v.
29, n. 1, p. 15-22, 2013.



137

ROBLES ALONSO, V.; GUARNER, F. Linking the gut microbiota to human health. The
British Journal of Nutrition, v. 109, n. 7, p. S21-26, 2013.

ROSE, M. A. et al. Efficacy of probiotic Lactobacillus GG on allergic sensitization and
asthma in infants at risk. Clinical & Experimental Allergy, v. 40, n. 9, p. 1398-1405, 2010.

RUSCONI, F. et al. Risk factor for early, persistent, and late-onset wheezing in young
children. Am J Respir Crit Care Med, v. 160, n. 3, p. 1617-1622, 1999.

SANDERS, M. E. Probiotics: definition, sources, selection, and uses. Clinical Infectious
Diseases, v. 46, n. Suppl 2, p. S58-S61; 2008.

SARRIA, E. E. et al. Atopy, cytokine production, and airway reactivity as predictors of pre-
school asthma and airway responsiveness. Pediatric Pulmonology, v. 49, n. 2, p. 132-139,
2014.

SAVINO, F. et al. Faecal microbiota in breast-fed infants after antibiotic therapy. Acta
Paediatrica, International Journal of Paediatrics, v. 100, n. 1, p. 75-78, 2011.

SCHULTZ, A. et al. The transient value of classifying preschool wheeze into episodic viral
wheeze and multiple trigger wheeze. Acta Paediatrica, International Journal of
Paediatrics, v. 99, n. 1, p. 56-60, 2010.

SCHULZ, O., et al. CD40 triggering of heterodimeric IL-12/p70 production by dendritic cells
in vivo requires a microbial priming signal. Immunity, v. 13, n. 4, p. 453-462, 2000.

SUTHERLAND, E. R.; BUSSE, W. W. Designing clinical trials to address the needs of
childhood and adult asthma: The National Heart, Lung, and Blood Institute’s AsthmaNet.
Journal of Allergy and Clinical Immunology, v. 133, n. 1, p. 34-38.e1, 2014.

TEERATAKULPISARN, J. Rhinovirus infection in children hospitalized with acute
bronchiolitis and its impact on subsequent wheezing or asthma: a comparison of etiologies.
Asian Pacific Journal of Allergy and Immunology, v. 32, n. 8, p. 226-234, 2014.

THOMAS, C. M.; VERSALOVIC, J. Probiotics-host communication: Modulation of
signaling pathways in the intestine. Gut Microbes, v. 1, n. 3, p. 148-163, 2010.

THOMAS, L. V; OCKHUIZEN, T.; SUZUKI, K. Exploring the influence of the gut
microbiota and probiotics on health: a symposium report. The British Journal of Nutrition,
v. 112, n. Suppl 2, p. S1-S18, 2014.

TIMMERMAN, H.M., et al. Monostrain, multistrain and multispecies probiotics - A
comparison of functionality and efficacy. International Journal of Food Microbiology, v.
96, n. 8, p. 219-233, 2004.

TOPUZ, E. et al. Effect of oral administration of kefir on serum proinflammatory cytokines
on 5-FU induced oral mucositis in patients with colorectal cancer. Invest New Drugs, v. 26,
n. 8, p. 567-572, 2008.



138

TORLEY, D. et al. What’s new in atopic eczema? An analysis of systematic reviews
published in 2010-11. Clinical and Experimental Dermatology, v. 38, n. 5, p. 449-456,
2015.

TRINCHIERI, G. Interleukin-12 and the regulation of innate resistance and adaptive
immunity. Nat. Rev. Immunol., v. 3, n. 2, p. 133-146, 2003.

VANDENPLAS, Y.; HUYS, G.; DAUBE, G. Probiotics: an update. Jornal de Pediatria, v.
91,n.1, p. 6-21, 2015.

VAN DER AA, L. B. et al. Synbiotics prevent asthma-like symptoms in infants with atopic
dermatitis. Allergy: Journal of Allergy and Clinical Immunology, v. 66, n. 2, p. 170-177,
2011.

VINDEROLA, G. et al. Effects of kefir fractions on innate immunity. Immunobiology, v.
211, n. 35, p. 149-156, 2006.

VINDEROLA, G. et al. Effects of the oral administration of the products derived from milk
fermentation by kefir microflora on immune stimulation. Journal of Dairy Research, v. 73,
n. 17, p. 472-479, 2006.

WANDALSEN, G. Cytokines profile and acute bronchiolitis. Allergologia et
Immunopathologia, v. 39, n. 1, p. 1-2, 2011.

WALLACE, T. C.; MACKAY, D. The Safety of Probiotics: Considerations following the
2011 U . S. Agency for Health Research and Quality Report 1. The Journal of Nutrition, v.
2,n. 30, p. 1923-1924, 2011.

WEST, C. E. et al. Probiotic effects on T-cell maturation in infants during weaning. Clinical
and Experimental Allergy, v. 42, n. 4, p. 540-549, 2012.

WEST, C. E.; HAMMARSTROM, M. L.; HERNELL, O. Probiotics in primary prevention of
allergic disease - Follow-up at 8-9 years of age. Allergy, v. 68, n. 8, p. 1015-1020, 2013.

WILLIAMS, N. T. Probiotics. American Journal of Health-System Pharmacy, v. 67, n. 6,
p. 449-458, 2010.



139

APENDICES

APENDICE A — Tabulacéo das variaveis

VARIAVEIS Categorizacao

Idade (valor absoluto em meses)
Sexo Masculino = 1

Feminino = 2
Peso (valor absoluto em g)
Estatura (valor absoluto em cm)
Rinite Sim=1

N&o =2
Eczema Sim=1

N&o =2
Parto cesariana Sim=1
(Pergunta 20 do QE-EISL) Néo =2

Tempo de amamentagédo
(Pergunta 34 do QE-EISL)

<4 meses de vida=1
4 e 5 meses de vida = 2

> 6 meses de vida =3

Tabagismo na gravidez Sim=1
(Pergunta 16 do QE-EISL) Néo =2
Tabagismo no domicilio Sim=1
(Pergunta 14 do QE-EISL) Né&o =2
Frequentar creche Sim=1
(Pergunta 21 do QE-EISL) Né&o =2
Exposicéo aos alérgenos de animais Sim=1
(Pergunta 28 do QE-EISL) Nédo =2
Exposicdo ao mofo ou umidade Sim=1
(Pergunta 39 do QE-EISL) Néo =2

1° episddio de infeccdo respiratoria
(Pergunta 36 do QE-EISL)

<3 mesesdevida=1

>3 meses de vida =2

1° episddio de chiado

<3 mesesdevida=1
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(Pergunta 03 do QE-EISL)

>3 meses de vida=2

Internamento pelo chiado Sim=1

(Pergunta 10 do QE-EISL) Néo =2

Poluicdo atmosférica no ambiente Sim=1

(Pergunta 38 do QE-EISL) Néo =2

N° Irmé&os/as Nenhum =0

(Pergunta 41 do QE-EISL) Unm=1
Dois =2
Trés=3

Quatro ou mais =4

Pessoas que residem em mesma casa
(Pergunta 42 do QE-EISL)

Dois=1

Trés=2
Quatro =3
Cinco=4

Seis ou mais =5

Escolaridade da mae
(Pergunta 33 do QE-EISL)

8 anos ou menos =1
9allanos=2

12 ou mais anos = 3

Teste cutdneo de hipersensibilidade | Positivo =1

imediata (Prick Test) Negativo = 2

Eosinofilos no sangue <500=1
>500=2

IgE total no sangue

Normal (até 60) =1
Aumentado (> 60) = 2

Radiografia de Torax Normal = 1
Alterado = 2

Ida a emergéncia pelo chiado (visita 1) Sim=1
Né&o = 2

Ocorréncia de chiado (Visita 1) Sim=1
N&o =2

N° de episddios de chiado nos altimos 2-3

meses (Visita 1)

(valor absoluto)

N° de dias de chiado em cada crise

(valor absoluto)
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(Visita 1)

Dias de B2-miméticos inalatérios para o
chiado (Visita 1)

(valor absoluto)

Uso costicosteroide oral para o chiado
(Visista 1)

Sim=1
Ndo=2

Ida & emergéncia nas primeiras 8 semanas

de intervencéo (V3)

Sim=1
Ndo=2

Ocorréncia de episddios de sibilancia nas

primeiras 8 semanas de intervencgéo (V3)

Sim=1
Ndo=2

N° de episodios de sibilancia nas primeiras
8 semanas (V3)

(valor absoluto)

N° de dias de sibilancia nas primeiras 8

semanas (V3)

(valor absoluto)

Dias de B2-miméticos inalatérios para

sibilancia nas primeiras 8 semanas (V3)

(valor absoluto)

Uso costicosteroide oral para sibilancia

nas primeiras 8 semanas (V3)

Sim=1
Nao=2

Ida a emergéncia apdés 8 semanas de

intervencao até 16 semanas (V4)

Sim=1
Ndo=2

Ocorréncia de episodios de sibilancia apds
8 semanas de intervencdo até 16 semanas
(V4)

Sim=1
Ndo=2

N° de episddios de sibilancia apds 8
semanas de intervencdo até 16 semanas
(V4)

(valor absoluto)

N° de dias de sibilancia apds 8 semanas de

intervencao até 16 semanas (V4)

(valor absoluto)

Dias de B2-miméticos inalatérios para
sibilancia ap6s 8 semanas de intervencao

até 16 semanas (V4)

(valor absoluto)

Uso corticosteroide oral para sibilancia
apos 8 semanas de intervencdo até 16

semanas (V4)

Sim=1
Nao=2
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PLACEBO

VALORES

PHA Placebo (PRE-TRATAMENTO IL-
10)

(valor absoluto)

pg/mL

Der p Placebo (PRE-TRATAMENTO IL-
10)

(valor absoluto)

pg/mL

Pb Placebo (PRE-TRATAMENTO IL-10)

(valor absoluto)
pg/mL

Meio Placebo (PRE-TRATAMENTO IL-
10)

(valor absoluto)

pg/mL

PHA Placebo (PRE-TRATAMENTO IL-
12)

(valor absoluto)

pg/mL

Der p Placebo (PRE-TRATAMENTO IL-
12)

(valor absoluto)

pg/mL

Pb Placebo (PRE-TRATAMENTO IL-12)

(valor absoluto)

pg/mL

Meio Placebo (PRE-TRATAMENTO IL-
12)

(valor absoluto)

pg/mL

PHA Placebo (PRE-TRATAMENTO IFN-
GAMA)

(valor absoluto)
pg/mL

Der p Placebo (PRE-TRATAMENTO
IFN-GAMA)

(valor absoluto)

pg/mL

Pb Placebo (PRE-TRATAMENTO IFN-
GAMA)

(valor absoluto)
pg/mL

Meio Placebo (PRE-TRATAMENTO IFN-
GAMA)

(valor absoluto)

pg/mL

PHA Placebo (POS-TRATAMENTO IL-
10)

(valor absoluto)

pg/mL

Der p Placebo (POS-TRATAMENTO IL-
10)

(valor absoluto)

pg/mL

Pb Placebo (POS-TRATAMENTO IL-10)

(valor absoluto)

pg/mL

Meio Placebo (POS-TRATAMENTO IL-
10)

(valor absoluto)

pg/mL
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PHA Placebo (POS-TRATAMENTO IL-
12)

(valor absoluto)

pg/mL

Der p Placebo (POS-TRATAMENTO IL-
12)

(valor absoluto)

pg/mL

Pb Placebo (POS-TRATAMENTO IL-12)

(valor absoluto)

pg/mL

Meio Placebo (POS-TRATAMENTO IL-
12)

(valor absoluto)

pg/mL

PHA Placebo (POS-TRATAMENTO IFN-
GAMA)

(valor absoluto)
pg/mL

Der p Placebo (POS-TRATAMENTO
IFN-GAMA)

(valor absoluto)

pg/mL

Pb Placebo (POS-TRATAMENTO IFN-
GAMA)

(valor absoluto)
pg/mL

Meio Placebo (POS-TRATAMENTO IFN-
GAMA)

(valor absoluto)

pg/mL

PROBIOTICO

VALORES

PHA Probidtico (PRE-TRATAMENTO
IL-10)

(valor absoluto)
pg/mL

Der p Probidtico (PRE-tRATAMENTO
IL-10)

(valor absoluto)

pg/mL

Pb Probictico (PRE- TRATAMENTO IL-
10)

(valor absoluto)
pg/mL

Meio Probidtico (PRE-TRATAMENTO
IL-10)

(valor absoluto)

pg/mL

PHA Probiético (PRE-TRATAMENTO
IL-12)

(valor absoluto)

pg/mL

Der p Probiético (PRE- TRATAMENTO
IL-12)

(valor absoluto)

pg/mL

Pb Probidtico (PRE- TRATAMENTO IL-
12)

(valor absoluto)

pg/mL

Meio Probidtico (PRE-TRATAMENTO
IL-12)

(valor absoluto)

pg/mL
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PHA Probidtico (PRE-TRATAMENTO
IEN-GAMA)

(valor absoluto)

pg/mL

Der p Probi6tico (PRE-TRATAMENTO
IFN-GAMA)

(valor absoluto)

pg/mL

Pb  Probidtico (PRE-TRATAMENTO
IFN-GAMA)

(valor absoluto)

pg/mL

Meio Probiético (PRE-TRATAMENTO
IFN-GAMA)

(valor absoluto)

pg/mL

PHA Probidtico (POS-TRATAMENTO
IL-10)

(valor absoluto)
pg/mL

Der p Probidtico (POS-TRATAMENTO
IL-10)

(valor absoluto)

pg/mL

Pb Probidtico (POS-TRATAMENTO IL-
10)

(valor absoluto)
pg/mL

Meio Probidtico (POS-TRATAMENTO
IL-10)

(valor absoluto)

pg/mL

PHA Probidtico (POS-TRATAMENTO
IL-12)

(valor absoluto)

pg/mL

Der p Probidtico (POS-TRATAMENTO
IL-12)

(valor absoluto)

pg/mL

Pb Probictico (POS-TRATAMENTO IL-
12)

(valor absoluto)

pg/mL

Meio Probidtico (POS-TRATAMENTO
IL-12)

(valor absoluto)

pg/mL

PHA Probidtico (POS-TRATAMENTO
IFN-GAMA)

(valor absoluto)
pg/mL

Der p Probidtico (POS-TRATAMENTO
IFN-GAMA)

(valor absoluto)

pg/mL

Pb  Probidtico (POS-TRATAMENTO
IFN-GAMA)

(valor absoluto)
pg/mL

Meio Probidtico (POS-TRATAMENTO
IFN-GAMA)

(valor absoluto)

pg/mL




APENDICE B - Questionario de Anamnese

44 ¢ UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

ﬁsi HOSPITAL DAS CLINICAS — UFPE _
CENTRO DE PESQUISA EM ALERGIA E IMUNOLOGIA CLINICA

]

QUESTIONARIO — ENTREVISTA

I. IDENTIFICACAO

Nome da crianca Registro:

Endereco

Hospstal das Clinlcas
UF

Il. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS

1. Idade (meses) |:|
2. Genero: LMASC. [ 2.FEM. [ ]
3. Peso atual (em gramas):

4. Quanto mede em cm:
5. Rinite alérgica: 1.5IM ] 2.NA0 [
6. Dermatite atopica: 1.SIM [1 2nAo[]

I11. QUEIXA PRINCIPAL E HISTORIA DA DOENCA ATUAL

145

CRISES DE SIBILANCIA

IDA A EMERGENCIA PELO CHIADO: SIM:I:l NAO=|:|

OCORRENCIA DE CHIADO: SIM :D NAO:D

NUMERO DE EPISODIOS DE CHIADO NOS ULTIMOS 2-3 MESES:

NUMERO DE DIAS DE CHIADO EM CADA CRISE:

DIAS DE BETA2-MIMETICOS INALATORIOS PARA O CHIADO:

USO DE CORTICOSTEROIDE ORAL PARA O CHIADO: SIM = |:| NAO = |:|
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IV. ANTECEDENTES PESSOAIS E FAMILIARES (EISL - PARTE DO
QUESTIONARIO ORIGINAL)

1. Seu bebé nasceu por cesariana (parto cesareana)?

[]J1sim [ ]2.NAO

2. Por quantos meses vocé deu somente leito do peito para o seu bebé (sem dar sucos, papinha
ou outro tipo de leite)?

[ IMESES

3. A mae do bebé fumou durante a gravidez?

[ J1smm [ ]J2.NAO

4. Alguma pessoa fuma dentro da casa (pai, mae, avos, tios)?

[ J1smm [ ]2.NAO

5. Seu bebé teve chiado no peito ou bronquite ou sibilancias nos seus primeiros 12 meses de
vida?

[ J1siMm [ ]2.NAO

6. Seu bebé recebeu tratamento com:

Corticdides orais (Predsim, Prelone, Decadron)

[ ]1.s1m [ ]2. NAO [ ]3. NAO SEI

Antileucotrienos (Singulair)

[ 11 sim L2 nAo Lz, NAo sEI

7. Nestes ultimos 12 meses o chiado no peito (sibilancia) do seu bebé foi tdo forte a ponto de
ser necessario leva-lo a um servico de emergéncia (Hospital, Clinica ou Posto de Saude)?

[11sm L] 2.NAO

8. Seu bebé foi a creche este ano?

[ J1sim []2NAO

9. Vocé tem algum bicho de estimacdo na sua casa atualmente? (cachorro, gato,
passarinho,coelho)?

[ J1.5mm [ ] 2.NAO

Se Sim:[ ] 1. Cachorro [ ] 2. Gato [ ] 3. Outros

10. Existe mofo (bolor) ou manchas de umidade em sua casa?

[]1sIM  2.NAO

11. Com que idade seu bebé se resfriou pela primeira vez?

[ ] MESES
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12. Com que idade seu bebé teve o primeiro episddio de chiado no peito (primeira bronquite)?
[ IMESEs
13. Seu bebé recebeu tratamento com corticdides (cortisonas) inalados (bombinhas) por
exemplo: Symbicort, Flixotide, Seretide, Clenil, Beclosol, Budesonida, Busonid,
Pulmicort,Beclometasona, Fluticasona etc..)
[ ]1.s1M [ ]2.NAO [ ] 3.NAO SEI
14. Seu bebé ja foi hospitalizado (internado em hospital) por bronquite?
[ ]1.s1M [ ]2.NAO
15. Vocé considera que o lugar onde vocé vive é um lugar com polui¢do atmosférica (fumaca
de fébricas, alto trafego de veiculos, etc.)
[ ]1.sIM [ ]2.NAO
16. Quantos irmaos ou irmas o seu bebé tem?
D 1.Um D 2. Dois D 3. Trés D 4. Quatro ou mais
17. Quantas pessoas (adultos e criangas) vivem atualmente na sua casa?
D 1. Dois D 2. Trés D 3. Quatro D 4. Cinco D 5. Seis ou mais
18. Marque qual o seu grau de escolaridade
D 1.Educacdo basica, priméaria ou nenhuma (8 anos ou menos).
D 2.Educacdo média ou secundéria incompleta (9 a 11 anos).
D 3.Educacdo média ou secundéria completa e nivel superior (12 ou mais anos)

19. TESTE CUTANEO DE SENSIBILIDADE IMEDIATA (PRICK TEST):
[ ]1.Positivo [ ]2. Negativo

ALERGENOS ALIMENTOS
Controle Positivo Barata Alfa-lactoalbumina
Controle Negativo Epitélio Beta- lactoglobulina

de céo
D. pteronyssinus Epitélio Caseina
de gato
D. farinae Fungos Gema do ovo
B. tropicalis Clara do ovo
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Se positivo, qual o alérgeno?

20. RESPOSTA CLINICA APOS INTERVENCAO:

VISITAS A EMERGENCIA

V3eV4

1. simva: L] Nzo v3: L]

2. Simval_l Na&o Va: L]

21. EPISODIOS DE SIBILANCIA:

SIBILANCIA NAS PRIMEIRAS 8
SEMANAS DA INTERVENGAO

SIBILANCIA NAS SEMANAS
SEGUINTES ATE 16 SEMANAS

1. sim=_1

2. NAO =[]

1. siMm=L1

2. NAO =[]

22.NUMERO DE EPISODIOS:

22.NUMERO DE EPISODIOS:

23.DIAS COM SIBILANCIA:

23.DIAS COM SIBILANCIA:

24.DIAS DE BETA2-MIMETICOS INALATORIOS:

24.DIAS DE BETA2-MIMETICOS INALATORIOS:

25.USO DE CORTICOSTEROIDE ORAL:

25.USO DE CORTICOSTEROIDE ORAL:

EXAMES:

26. EOSINOFILOS SANGUINEOS (VALOR ABSOLUTO):

27. DOSAGEM IgE TOTAL:

28. RADIOGRAFIA DE TORAX: 1.NORMAL |:|

2.ALTERADO [ ]




29.
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CITOCINAS ANTES DA
INTERVENCAO

CITOCINAS APOS 2 MESES DA
INTERVENCAO

Meio | PHA | Derg PB Meio | PHA | Der p| PB
IL-10: IL-10:
IL-12: IL-12:
INF-y: INF-y:




150

APENDICE C - Critérios de elegibilidade

444 UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO J
' HOSPITAL DAS CLINICAS — UFPE |
geey  CENTRO DE PESQUISA EM ALERGIA E IMUNOLOGIA CLINICA  yorpiotus: tittes
(B F

UFPE

LISTA DE CHECAGEM PARA ELEGIBILIDADE AO ESTUDO

NOME: REGISTRO:

CRITERIOS DE INCLUSAO:

- Idade de seis meses a 2 anos incompletoD
- Sibilancia recorrente, com pelo menos um episédio nos ultimos trés meses. |:|

- N&o ter ainda iniciado o0 uso do corticosteroide inalatorio antes da primeira consulta. |:|

CRITERIOS DE EXCLUSAO:

- Pacientes que apresentarem: desnutricdo, malformacdes congénitas das vias aéreas, fibrose
cistica, doencas cronicas em outros sistemas, disturbios respiratorios perinatais, bronquiolite
obliterante, alergia a proteina do leite de vaca, tumores intratordcicos, tuberculose pulmonar,
imunodeficiéncias congénitas e prematuridade. |:|

- Exposicdo prévia, ou em mesmo periodo do estudo, de outros produtos contendo
probidticos. |:|

- Lactente em uso de anti-leucotrienos. |:|

- Uso de antibidtico nas ultimas quatro semanas. |:|

- Estar participando de outro estudo ou ensaio clinico. |:|

CONCLUSAO:
ELEGIVEL D

NAO ELEGIVEL D
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SE ELEGIVEL, CONCORDA EM PARTICIPAR?

SIM D
NAO D
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APENDICE D - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

444  UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO J
HOSPITAL DAS CLINICAS — UFPE |
g CENTRO DE PESQUISA EM ALERGIA E IMUNOLOGIA CLINICA e e
(] UFPE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o(a) seu/sua filho(a), ou menor de idade que esta sob sua responsabilidade,
para participar como voluntario(a) da pesquisa: Recorréncia de sibilancia no lactente:
prevencdo com probidticos. Esta pesquisa € orientada pelo (a) Prof. Emanuel Sarinho e
esta sob a responsabilidade da pesquisadora Georgia Véras de Araujo, residente na Rua
Irma Maria David, 200 no Bairro de Casa Forte em Recife-PE, com CEP 52061-070. Possui
fone: (81) 9273-3926 e E-mail: georgiaveras@uol.com.br para contato da pesquisadora
responsavel, inclusive ligacdes a cobrar.

Apos ser esclarecido(a) sobre as informac8es a seguir, no caso de aceitar que o(a) seu/sua
filho(a) faca parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta
em duas vias. Uma delas é sua e a outra é da pesquisadora responsavel. Em caso de
recusa o(a) Sr.(a) ou o(a) seu/sua filho(a) ndo serédo penalizados(as) de forma alguma.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

A pesquisa tem por finalidade verificar se as criancas (com menos de dois anos de idade),
que tomam os probidticos tém menos crises de “cansaco”. Probibticos sdo alimentos que
contém bactérias vivas que trazem beneficios para a salde de quem toma (melhora o
sistema imunologico, a prisdo de ventre, aumenta a absorcao de vitaminas e podem diminuir
a alergia em criangas).

Vocé (pai, mde ou responsavel) sera solicitado(a) a responder a algumas perguntas e
depois seu/sua filho(a) sera submetido(a) a um exame médico durante a consulta e exames
laboratoriais, que poderao ser solicitados, no inicio e com dois meses. Durante realizagéo de
exames laboratoriais, quando necessario, podera trazer desconforto no ato da coleta.

Apoés retorno com duas semanas Vocé receber4d um alimento, que pode ou ndo ter
probidticos para oferecer a seu/sua filho(a) durante oito semanas: 1(uma) vez ao dia. Seu
filho(a) ira usar o probidtico durante oito semanas e depois sera reavaliado(a) apos oito
semanas, compreendendo um total de (04)quatro meses do estudo. Quem vai determinar se
seu/sua filho(a) vai usar formula com probiéticos ou sem probidticos é o acaso — como
guando se joga uma moeda para o ar e vé se é “cara ou coroa”’. No fim deste periodo
seu/sua filho(a) sera submetido(a) a novo exame médico e o responsavel respondera a
algumas perguntas.

O responsavel deve anotar o dia que seu/sua filho(a) cansou e o que precisou fazer (dar
remédio em casa, levar a emergéncia ou qualquer atendimento que a crianga possa vir a
ter). Vocé deve entrar em contato com a pesquisadora sempre que achar necessario.

Sua participacdo nesta pesquisa € totalmente voluntaria e se vocé concordou em participar,
poderd retirar sua autorizacdo a qualquer momento. Isto ndo trard nenhum prejuizo para o
seu relacionamento com os pesquisadores nem ao atendimento, cuidado, acompanhamento
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e tratamento oferecidos normalmente nesta instituigao.

A crianca pode melhorar das crises de cansaco com o0 uso do probiético e o estudo podera
servir de modelo para usar este novo tratamento para outras criangas que “cansam”. Ha a
possibilidade de ndo haver melhora das crises de cansaco. Seu/sua filho(a) tera o beneficio
de receber o probidtico e melhorar das crises de cansac¢o. Pode haver os seguintes riscos:
engasgos, precisando de cuidados na hora de tomar o alimento; a crianga pode sentir-se
constrangida se ndo gostar do sabor; o alimento estragar, se ndo utilizado corretamente,
conforme orientagdes. Esse alimento ndo traz outros riscos para a saude da crianga.

Os dados e exames colhidos nesta pesquisa sdo confidenciais e 0 nome de seu/sua filho(a)
nao sera divulgado(a) de nenhuma forma, sendo armazenados pela pesquisadora durante o
periodo minimo de 5 anos. Os dados serdo utilizados para a preparacado e publicacdo dos
resultados da pesquisa e para o conhecimento da comunidade cientifica.

Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar
o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco:
(Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, Sala 4 — Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP:
50740-600, Tel.: 2126.8588 — e-mail: cepccs@uipe.br).

(GEORGIA VERAS DE ARAUJO - PESQUISADORA)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , RG/ICPF/ , abaixo-
assinado, responsavel pelo(a) menor , autorizo a sua
participacdo no estudo, como voluntario(a). Fui devidamente informado(a) e esclarecido(a)
pela pesquisadora sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como 0s
possiveis riscos e beneficios decorrentes da participagdo dele(a). Foi-me garantido que
posso retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade ou interrup¢éo de seu acompanhamento/assisténcia/tratamento.

Local e data: Hospital das Clinicas, / /

Nome e Assinatura do (da) responsavel:
Nome do (da) menor:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e
concordancia do sujeito em participar.
02 testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome Nome

Assinatura; Assinatura;
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APENDICE E - Ficha diario do paciente

HOSPITAL DAS CLINICAS - UFPE

[@ig] UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE PESQUISA EM ALERGIA E IMUNOLOGIA CLINICA
O

Ficha diario do paciente

Hespital das Clinkcas
UFPE

Data da crise
de “cansaco”

ou “chiado”

Dias com
“chiado” no

peito

Ida a

emergéncia

Tratamento necessario
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ANEXOS:

ANEXO A - Questionario escrito do Estudo Internacional sobre Sibilancia em Lactentes
(QE-EISL)

N° do Questionario |:|

Prezada (0) mée (pai ou responsavel): Por favor preencha (responda) o questionario
abaixo sobre problemas respiratorios que o seu bebé teve no primeiro ano de vida (desde
gue nasceu até que tenha completado um ano de vida). Pedimos encarecidamente que

NAO deixe quadradinhos em branco.

Pessoa que ir preencher os dados: 1. Mée D 2.Pai D 3.0utro D

Nome da crianca

IDADE (meses) [ | SEXO: 1.Fem[ | 2.Masc[ ]

Endereco Data
de hoje / / Telefone para contato:
Data de nascimento (dia -més -ano / exemplo 15-11-03 ): / /

Peso ao nascer (em quilogramas):

Quanto pesa agora quilogramas:

Quanto mediu ao nascer cm |:| Quanto mede agora cm

Em que pais seu bebé nasceu?

Por favor coloque um X no quadradinho que corresponda a sua resposta correta.

1. Seu bebé teve chiado no peito ou bronquite ou sibilancias nos seus primeiros 12 meses de
vida?

[ ]1.sIM [ ] 2.NAO

Se vocé respondeu NAO, por favor va a pergunta de ndimero 12

2. Quantos episodios de chiado no peito (bronquite ou sibilancias) ele teve no primeiro ano de
vida?

[ ] 1.Nenhum [ ] 2.Menos de 3 episodios [ ]3.3 a6 episodios [ ] 4.Mais de 6 episodios
3. Com que idade seu bebé teve o primeiro episodio de chiado no peito (primeira bronquite)?
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4. Seu bebé recebeu tratamento com medicamentos inalados para aliviar o chiado no peito
(broncodilatadores) por nebulizadores ou inaladores (bombinhas), por exemplo: Salbutamol,
Aerolin, Berotec, Brycanil ?

[ ]J1.s1M [ ]2.NAO [ ] 3.NAO SEI

5. Seu bebé recebeu tratamento com corticoides (cortisonas) inalados (bombinhas) Por
exemplo:, Symbicort, Flixotide, Seretide, Clenil, Beclosol, Budesonida, Busonid,
Pulmicort,Beclometasona, Fluticasona etc..)

[ ]J1.s1M [ ]2.NAO [ ] 3.NAO SEI

6. Seu bebé recebeu tratamento com:

Corticdides orais (Predsim, Prelone, Decadron)

[ ]1.sIM [ ]2.NAO [ ] 3.NAO SEI

Antileucotrienos (Singulair)

[ ]J1.sim [ ]2.NAO [ ] 3.NAO SEI

7. Nestes Gltimos 12 meses quantas vezes vocé acordou durante a noite devido a tosse, ou
chiado no peito do seu bebé?

D 1.Nunca D 2.Raras vezes (menos de 1 vez a0 més) D 3.Algumas vezes (algumas
semanas em alguns meses) D 4.Freqlientemente (2 ou mais noites por semana, quase
todos os meses)

8. Nestes ultimos 12 meses o chiado no peito (sibilancias) do seu bebé foi tdo forte a ponto de
ser necessario leva-lo a um servico de emergéncia (Hospital, Clinica ou Posto de Salde)?

[ ]1.s1M [ ]2.NAO

9. Nestes Ultimos 12 meses o chiado no peito (sibilancia) do seu bebé foi tdo intenso a ponto
de vocé vé-lo com muita dificuldade para respirar (com falta de ar)?

[ ]J1.sim [ ]2.NAO

10. Seu bebé ja foi hospitalizado (internado em hospital) por bronquite?

[ ]J1.sim [ ]2.NAO

11. Algum médico lhe disse alguma vez que seu bebé tem asma?

[ ]J1.sim [ ]2.NAO

12. Seu bebé ja teve Pneumonia?

[ ]1.s1M [ ]2.NAO

13. Seu bebé j& foi hospitalizado por pneumonia?

[ ]J1.s1M [ ]2.NAO

14. Alguma pessoa fuma dentro da sua casa (pai, mée, avos, tios)?

[ ]1.s1M [ ]2.NAO
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15. Vocé fuma?

[ ]1.sim [ ]2.NAO

16. A mae do bebé fumou durante a gravidez?

[ ]1.s1M [ ]2.NAO

17. Seu bebé tem familiares com asma?

[ ]1.s1m [ ]2.NAO

Se Sim:[ ] 1. Mé&e [ | 2.Pai [ ] 3. Irm3os

18. Seu bebé tem familiares com alergia no nariz ou rinite alérgica?
[ ]1.sim [ ]2.NAO

SeSim:[ ] 1.M&e [ ] 2.Pai [ ] 3.Irmios

19. Seu bebé tem familiares com alergia de pele (dermatite alérgica)?
[ ]1.sim [ ]2.NAO

Se Sim:[ ] 1.M&e [ ] 2.Pai [ ] 3. Irméos

20. Seu bebé nasceu por cesariana (parto cesareana)?

[ ]1.sim [ ]2.NAO

21. Seu bebé foi a creche este ano?
[ ]1.si1M [ ]2.NAO
22. Com que idade seu bebé entrou na creche? meses
23. Com que frequiéncia vocé da ao seu bebé algum dos seguintes produtos (ndo feitos em
casa): iogurte, pudim, salgadinhos (chips), chocolate, refrigerantes, suco de frutas de caixinha
ou de garrafa, geléia artificial.
D 1.Nunca D 2.Uma vez por semana D 3.Uma vez ao més D 4.Todos os dias
da semana
24. Que tipo de aquecedor ou calefacdo vocé utiliza na sua casa?
[ ] 1.Naouso [ | 2.estufaa gas [ ] 3.estufaelétrica [ ] 4.lenha 5.carvio
D 6.parafina D 7. outro D
25. Que tipo de combustivel vocé usa para cozinhar na sua casa?
[ ] 1.Gasencanado [ ] 2.g4s de bujdo [ ]3.eletricidade [ | 4.carvéo
D 5.madeira D 6.outro
26. Vocé tem ar condicionado em sua casa?
[ ]J1.s1M [ ]2.NAO
27. Voce tinha algum animal de estimacéo (cachorro, gato, passarinho, coelho) em sua casa

quando seu filho nasceu?

[ ]1.s1M [ ]2.NAO



158

Se Sim:[_] 1. Cachorro [ ] 2. Gato [_] 3. Outros

28. Vocé tem algum bicho de estimacédo na sua casa atualmente? (cachorro, gato,
passarinho,coelho)?

[ ]1.s1M [ ]2.NAO

Se Sim:[ ] 1. Cachorro [ | 2. Gato [ | 3. Outros

29. Vocé tem carpete na sua casa?

[ ]1.sim [ ]2.NAO

30. Vocé tem banheiro com pia, chuveiro e vaso sanitario dentro de casa?

[ ]1.sim [ ]2.NAO

31. A cozinha da sua casa (ou o lugar onde a comida é preparada) é dentro da casa?

[ ]1.sIM [ ]2.NAO

32. Voceé tem telefone (fixo ou celular)?
[ ]J1.siM [ ]2.NAO
33. Marque qual o seu grau de escolaridade

D 1.Educac&o bésica, priméria ou nenhuma (8 anos ou menos).

D 2.Educacdo media ou secundaria incompleta (9 a 11 anos).

D 3.Educacdo média ou secundaria completa e nivel superior (12 ou mais anos)
34. Por quantos meses vocé deu somente leito do peito para o seu bebé (sem dar sucos,
papinha ou outro tipo de leite)?  Meses
35. Quantos resfriados (episodios de espirros, tosse e secrecdo nasal com ou sem febre)
seubebé teve no primeiro ano de vida (escreva o niumero no quadradinho)?
|:|episédios
36. Com que idade seu bebé se resfriou pela primeira vez? (escreva a idade em meses no
quadradinho) |:| meses
37. Seu bebé tem ou teve alguma alergia de pele durante o primeiro ano de vida? (manchas
vermelhas na pele com coceira, alergia a fralda, alergia a picada de mosquito, comida, metais,
etc.).
[ ]J1.sim [ ]2.NAO
38. Vocé considera que o lugar onde vocé vive é um lugar com poluicdo atmosférica (fumaca
de fabricas, alto trafego de veiculos, etc.)
[ ]J1.s1M [ ]2.NAO
Se Sim:[_] 1. Muito [ ]2. Moderado [ | 3. Pouco

39. Existe mofo (bolor) ou manchas de umidade em sua casa?

[ ]1.s1M [ ]2.NAO
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40. Seu bebé tem as vacinas em dia (as que correspondem ao primeiro ano)?

[ ]1.s1M [ ]2.NAO

41. Quantos irmaos ou irmas o seu bebé tem ?

D 1.Um D 2. Dois D 3. Trés D 4. Quatro ou mais

42. Quantas pessoas (adultos e criangas) vivem atualmente na sua casa?

[ ]1. Dois[ ]2 Trés []3.Quatro [ ] 4. Cinco [ ]5. Seis ou mais

43. Vocé (a mée) tem atualmente um trabalho remunerado?

[ ]1.s1M [ ]2.NAO

44. Qual é a raca do seu bebé?

[ ]1.Branca [ ] 2. Negra (mulato, pardo) [ | 3.Asiética (japonés, chinés...)
[ ]4.Outra:




ANEXO - B Orientacdes de controle ambiental - HC/UFPE

CENTRO DE PESQUISAS EM
ALERGIA E IMUNOLOGIA cLINICA
EM PEDIATRIA
Disciplina de Pediatria
HOSPITAL DAS CLINICAS/UFPE

ORIENTACOES PARA PACIENTES COM ALERGIA

O alérgico nao € um “doente” e sim uma pessoa “hiperreativa”, ou seja, a pele e
mucosas do nariz, pulméao e olhos sdo mais sensiveis que a das outras pessoas. Assim, é
fundamental adotar-se medidas de higiene ambiental para prevenir e diminuir essa
sensibilidade. Recomenda-se a observagdo dos seguintes tépicos, que devem ser

cumpridos na melhor medida possivel:

1- Escolher para morar em lugar ensolarado, sem umidade, mofo e infiltragSes de agua,

longe de industrias que soltem poeiras ou fumagas e de depésitos de lixo.

2- Cuidados com quarto de dormir:

a) Retirar méveis estofados desnecessdrios, carpetes, cortinas, briquedos de pelucia,

colcha de chenile e tudo o que possa acumular poeira.

b) As cortinas devem ser substituidas por persianas lavaveis ou devem ser utilizadas

cortinas de tecido leve, que possam serlavadas a cada 15 dias no maximo.

c) Oscobertoresdevem ser substituidos por ededrons (enchimento de acrilico) que possam

ser lavados quinzenalimente.

d) Forrar colchdes e travesseiros de todas as camas com tecido emborrachado ou napa
(existem no mercado capas anti-acaros disponiveis). Caso ndo seja possivel utilizar
capa, expor o colchdo ao sol, durante 3 horas, uma vez por semana. As partes expostas
das camas, nado recorbetas com as capas, deverdo ser limpas com frequéncia. Pelo

menos uma vez por més retirar o colchdo e limpar o estrado da cama.
e) O chao deve serde material liso. Evitar pisos revestidos com alcatifas e tapetes.
f) Se necessario usarventilador, limpa-lo com pano Uimido diariamente.

g) Lavar mosqueteiros duas vezes por semana e trocar roupas de cama trés vezes por

semana.
h) Manter o quarto bem arejado e ensolarado.

Ambulatério de Alergia e Imunologia Infantil
Hospital das Clinicas - 1° andar

Av. Prof. Moraes Rego S/N CEP 50.670-420
Tel/Fax: (0**81) 2126.3918/3917

a)
©)
d)

e)
f)

9)
h)

—
~

o

Cuidados com a casa:

Para limpar o piso, utilizar pano timido.

Evitar usar vassouras ou espanadores, para nao levantar poeira.

N&o usar material de limpeza com cheiro forte (cera, querosene, lustra-méveis
desinfetantes, inseticidas).

Limpar a mobilia do quarto e da casa com pano Umido com frequéncia superior a trés
vezes porsemana.

A crianga ndo deve estar presente no horério da limpeza da casa.

Construgdes ou reformas devem ser evitadas ou o paciente deve ser retirado da casa
Durante a excugdo das mesmas.

Evitar umidade, mofo, exposigdo a chuva. Nos locais onde haja mofo, borrifar dgua
sanitaria ou vinagre diluido em igual parte de agua.

Evitar contato com animais domésticos (cdo, gato, aves). Se a remog&o do animal ndo for
Possivel, o mesmo deve ficar fora de casa e deve ser lavado o mais freqilentemente
possivel (uma vez por semana pelo menos).

NAO FUMAR e cozinhar com lenha ou carvao dentro de casa.

Nao utilizar talco, sabonetes ou xampus com odor forte. Usar produtos neutros
(glicerinados, sem perfume).

Ter vida ao ar livre (passeios frequentes em praias, campos e parques).
Praticar esportes.
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ANEXO C - Geragao da sequéncia randomizada de alocagdo

(SEQUENCIA DA RANDOMIZACAO MANTIDA EM SIGILO ATE A CONCLUSAO
DO ESTUDO)

A Randomization Plan from http://www.randomization.com

1. Placebo

2. Placebo

3. Probidético
4. Probidtico
5. Probidtico
6. Probidtico
7. Placebo

8. Probidtico
9. Probidtico
10. Probidtico
11. Placebo
12. Probidtico
13. Probidtico
14. Probidtico
15. Probidtico
16. Placebo
17. Probidtico
18. Placebo
19. Placebo

20. Probidtico
21. Probidtico
22. Placebo
23. Placebo
24. Placebo
25. Probidtico
26. Probidtico
27. Placebo

28. Placebo

29. Probidtico
30. Placebo

31. Placebo
32. Probidtico
33. Probidético
34. Placebo
35. Probidético
36. Probidético
37. Probidtico
38. Placebo
39. Placebo
40. Probidtico
41. Probidtico
42 . Placebo
43. Placebo
44. Placebo
45. Placebo
46. Probidtico



http://www.randomization.com/

47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.

Probidtico
Placebo

Placebo

Probidtico
Probidtico
Placebo

Placebo

Probidtico
Placebo

Placebo

Placebo

Probidtico
Placebo

Placebo
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ANEXO D - Viabilidade Microbiolédgica dos Probioticos

1Biologicus

Analise Microbiolégica 0001/2015

Tipo de Amostra: Probioticos BiolLogicus
Analise: Bactérias e Leveduras
Amostra destinada a Teste Clinico

Contagem Microbioldgica UFC/g

TEMPO (Dias) Data LINHAGENS CONTAGEM
Bactérias Lacticas 1.0 x 10°
0 11/04/2014 5
Leveduras 1.6 x 10
Bactérias Lacticas 3,0 x 108
30 12/05/2014 s
Leveduras 1.4 %10
Bactérias Lacticas 2.5x 10°
&80 11/06/2014 5
Leveduras 1.3%x 10
Bactérias Lacticas 2.0 x 108
20 11/07/2014 5
Leveduras 1,52 x 10
Bactérias Lacticas 1.8 x 10°
120 11/08/2014 5
Leveduras 1.3 x10
Bactérias Lacticas 1.6 x 10°
150 12/09/2014 s
Leveduras 1.2 %10
Bactérias Lacticas 1,0 x 10°
180 10/10/2014 s
Leveduras 1.0% 10
Bactérias Lacticas 1,1 x 10%
240 12/111/2014 5
Leveduras 1.2 x 10
Bactérias Lacticas 2.0 x 10°
270 12/12/2014 5
Leveduras 1,0% 10
Bactérias Lacticas 1,5 x 10°
300 12/01/2015 s
Leveduras 1.3 %10

Responsavel Técnico:
Clarissa Sa

BioLogicus Indlstria e Comércio de Produtos MNaturais S.A.
Av. Professor Luis Freire, 700 Bl C, Sl 15 e 16 . Curado
Tel: +55 81 3183 4245 _ +55 81 3183.4295
CEP: 50740-540 . Recife . PE . Brasil
Site: www_biologicus.com.br



ANEXO E - Check list do CONSORT
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i .
KE_. Secao/Topico

Item Relatado
No Itens da Lista na pagina
Titulo e Resumo
la  Identificar no titulo como um estudo clinico randomizado 96
1b  Resumo estruturado de um desenho de estudo, métodos, resultados e conclusbes para orientacdo especifica 97
Introducéo
Fundamentacéo e 2a  Fundamentagdo cientifica e explicacdo do raciocinio 101
objetivos 2b  Objetivos especificos ou hipoteses 102
Métodos
Desenho 3a  Descrigdo do estudo clinico (como paralelo) incluindo a taxa de alocacédo 103
Participantes 4a  Critérios de elegibilidade para participantes 104
4b  Informacdes e locais de onde foram coletados os dados 103
Intervencbes 5 As intervencdes de cada grupo com detalhes suficientes que permitam a replicacdo, incluindo como e quando foram administrados 104
Desfechos 6a  Desfechos primarios e secundarios, incluindo como e quando elas foram avaliados 103
6b  Quaisquer alteracdes nos desfechos apds o estudo clinico ter sido iniciado, com as razdes
Amostra 7a  Como foi determinado o tamanho da amostra 105
Randomizacéo:
Seqliéncia 8a  Método utilizado para geracdo de sequéncia randomizada de alocacdo 105
8b  Tipos de randomizacdo, detalhes de qualquer restricdo (tais como randomizacao por blocos e tamanho do bloco) 106
Alocacéo e 9 Mecanismo utilizado para implementar a sequéncia de aloca¢éo randomizada (como recipientes numerados sequencialmente), 106
ocultacdo descrevendo o0s passos seguidos para a ocultacdo da sequéncia até as intervencGes serem atribuidas
Implementacéo 10  Quem gerou a sequéncia de alocacdo randomizada, quem inscreveu os participantes e quem atribuiu as intervenc6es aos participantes 106
Cegamento 11a  Serealizado, quem foi cegado apds as intervenc6es serem atribuidas (ex. Participantes, cuidadores, assessores de resultado) e como 106
11b  Se relevante, descrever a semelhanca das intervencfes 106
Métodos 12a  Métodos estatisticos utilizados para comparar 0s grupos para desfechos primarios e secundarios 110

estatisticos



Resultados
Fluxo de
participantes
(diagrama)
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Para cada grupo, o nimero de participantes que foram randomicamente atribuidos, que receberam o tratamento pretendido e que foram 111

analisados para o desfecho primério

Para cada grupo, perdas e exclusdes apds a randomizacgdo, junto com as razdes

Definicdo das datas de recrutamento e periodos de acompanhamento

Tabela apresentando os dados de base demograficas e caracteristicas clinicas de cada grupo

Para cada grupo, nimero de participantes (denominador) incluidos em cada analise e se a anlise foi realizada pela atribuicdo original
dos grupos

Para cada desfecho primario e secundario, resultados de cada grupo e o tamanho efetivo estimado e sua precisdo (como intervalo de
confiancga de 95%)

Para desfechos binarios, é recomendada a apresentacéo de ambos 0s tamanhos de efeito, absolutos e relativos

Resultados de quaisquer analises realizadas

Todos os importantes danos ou efeitos indesejados em cada grupo

LimitacGes do estudo clinico, abordando as fontes dos potenciais viéses, imprecisao, e, se relevante, relevancia das analises
Generalizacédo (validade externa, aplicabilidade) dos achados do estudo clinico
Interpretacéo consistente dos resultados, balan¢o dos beneficios e danos, considerando outras evidéncias relevantes
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Fontes de financiamento e outros apoios (como abastecimento de drogas), papel dos financiadores
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa:HECOHHENCIA DE SIBILANCIA NO LACTENTE: FATORES DE RISCO E

PREVENCAO COM PROBIOTICOS.
Pesquisador: Georgia Véras de Araljo
Area Temética:
Versdo: 1
CAAE: 15798013.0.0000.5208
Instituicio Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DA NDTIFICAQED

Tipo de Motificagio: Cutros
Detalhe: EMEMDA
Justificativa: Prezados,
Data do Envie: 307012014

Situagao da Motificagio: Parecer Consubstanciado Emitido

DADOS DO PARECER

Hiamero do Parecer: 515805
Data da Relatoria: 07/02/2014

Apresentagdo da Notificagio:

A EMEMNDA foi apresentada para avaliagdo referente a alteragdes nos topicos designados, de forma

detalhada. O TCLE anterior, ja anexado, previa realizacdo de exames nos pacientes.

Objetivo da Notificagdo:
O pesquisador solicita a aprovagio da EMENDA da pesguiza.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
O TCLE anterior, ja anexado, previa realizagBo de exames nos pacientes e incluindo os riscos e
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Continuagdo do Parecer: 518,605

beneficios.

Comentarios e Consideragies sobre a Notificagio:
A EMENDA foi apresentada de forma adequada.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:
M&o se aplica.

Recomendagies:

Sem recoimendagdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovado.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

MEo

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Colegiado aprova o parecer da EMENDA da pesquisa, tendo a mesma sido avaliada e aprovada para
continuar a coleta de dados.

RECIFE, 31 de Janeiro de 2014

Assinador por:

GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO
{Coordenador)

Enderego:  Av. da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Prédio g0 CCS
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ANEXO G - Registro pelo ClinicalTrials.gov

ClinicalTrials.gov PRS

Protocol Registration and Results System
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ClinicalTrials.gov Protocol and Results Registration System (PRS) Receipt

Release Date: 12/03/2014

Recurrent Wheezing in Infants: Risk Factors and Prevention With Probiotics.

This study has been completed.

Sponsor: | Universidade Federal de Pernambuco
Collaborators: | Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnalogico
Information provided by | Georgia Veéras de Aradjo, Universidade Federal de
(Responsible Party): | Pernambuco
ClinicalTrials.gov Identifier: | NCT02113072

> py rpose

The purpose of this study is to evaluate whether Probiotics promote reduction of recurrent wheezing in infants,

stimulating the immune system to Th1 response.

Condition

Intervention

Phase

Respiratory Tract Diseases
Wheezing

Drug: Beclomethasone
Drug: Probiotics
Drug: Placebo

Phase 3

Study Type: Interventional

Study Design: Treatment, Parallel Assignment, Double Blind (Subject, Investigator), Randomized, Safety/Efficacy

Study

Official Title: Recurrent Wheezing in Infants: Risk Factors and Prevention With Probioctics, a Randomized Clinical
Trial, Double-blind, Placebo Controlled.

Further study details as provided by Georgia Véras de Aratjo, Universidade Federal de Pernambuco:

Primary Outcome Measure:

* Recurrent wheezing and cytokine assay. [Time Frame: After 2 months of using probiotic, will be assessed

the recurrence of wheezing and cytokine assay.] [Designated as safety issue: Yes]
After eight weeks of using probiotics, infants will undergo new measurement of cytokines IL-10, 1L-12
and INF-y, with the objective to evaluate the immune response of probiotics in both groups.

Before and at the end of each period, the patient will undergo physical examination and parents or
guardians to an interview, to assess the occurrence of wheezing attacks.

These data will be analyzed to assess whether supplementation with probiotics reduces the frequency of

wheezing in infants.

Enrollment: 60
Study Start Date: April 2014

Primary Completion Date: August 2014
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ANEXO H - Chamada Publica MCTI/CNPq N° 14/2013 — Universal

Edital: Chamada Publica MCTI/CNPqg N° 14/2013 - Universal - Universal 14/2013 -
Faixa C - até R$ 120.000,00

Beneficiario: Emanuel Savio Cavalcanti Sarinho

Processo: 472100/2013-0

Titulo: RECORRENCIA DE SIBILANCIA NO LACTENTE: FATORES DE RISCO E
PREVENCAO COM PROBIOTICOS.

Instituicdo: Universidade Federal de Pernambuco / UFPE - PE

TERMO DE ACEITACAO DE APOIO FINANCEIRO A PROPOSTA DE
NATUREZA CIENTIFICA, TECNOLOGICA E/OU DE INOVACAO

Processo: 472100/2013-0

Titulo do Projeto: RECORRENCIA DE SIBILANCIA NO LACTENTE: FATORES DE
RISCO E PREVENCAO COM PROBIOTICOS.

Instituicdo de Vinculo: Universidade Federal de Pernambuco/UFPE-PE

CNPJ: 24134488000108

Instituicdo de Execugdo: Universidade Federal de Pernambuco

CNPJ: 24134488000108

Chamada: Universal 14/2013

Eu, Emanuel Savio Cavalcanti Sarinho, 147.395.854-72, declaro conhecer, concordar e
atender integralmente as exigéncias N° CPF (ou PASSAPORTE, se estrangeiro) da
Chamada acima especificada e as Condicbes Gerais para Apoio Financeiro que regem a
concessdo dos recursos especificados abaixo: AUXILIO FINANCEIRO

Custeio: R$ 65.000,00
Valor Global: R$ 65.000,00
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ANEXO 1 - Instrucdes aos autores para o periddico Jornal de Pediatria

Jornal de Pediatria | Instrucdes aos autores

O Jornal de Pediatria é a publicacdo cientifica da Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP),
com circulacdo regular desde 1934. Todo o conteudo do Jornal de Pediatria esta disponivel
em portugués e inglés no site http://www.jped.com.br, que é de livre acesso. O Jornal de
Pediatria é indexado pelo Index Medicus/ MEDLINE (http://www.pubmed.gov), SciELO
(http://www.scielo.org), LILACS (http://www.bireme.br/abd/P/lilacs.htm), EMBASE/

Excerpta Medica (http://www.embase.com), Sociedad Iberoamericana de Informacion

Cientifica (SIIC) Data Bases (http://www.siicsalud.com), Medical Research Index
(http://www.purplehealth.com/medical-research-index.htm) e  University  Microfilms

International.

O Jornal de Pediatria publica resultados de investigacdo clinica em pediatria e,
excepcionalmente, de investigacdo cientifica basica. Aceita-se a submissdo de artigos em
portugués e inglés. Na versdo impressa da revista, os artigos sdo publicados em inglés. No
site, todos os artigos sao publicados em portugués e inglés, tanto em HTML quanto em PDF.
A grafia adotada é a do inglés americano. Por isso, recomenda-se que os autores utilizem a
lingua com a qual se sintam mais confortaveis e confiantes de que se comunicam com mais
clareza. Se um determinado artigo foi escrito originalmente em portugués, ndo deve ser
submetido em inglés, a ndo ser que se trate de uma traducdo com qualidade profissional.
Observacdo importante: A lingua oficial de publicacdo do Jornal de Pediatria é o inglés e todo

o site de submissdo ¢ apresentado exclusivamente em inglés.

Processo de revisdo (Peer review) Todo o contetdo publicado pelo Jornal de Pediatria passa
por processo de revisdo por especialistas (peer review). Cada artigo submetido para
apreciacdo é encaminhado aos editores, que fazem uma revisdo inicial quanto aos padrdes
minimos de exigéncia do Jornal de Pediatria e ao atendimento de todas as normas requeridas
para envio dos originais. A seguir, remetem o artigo a dois revisores especialistas na area
pertinente, selecionados de um cadastro de revisores. Os revisores sdo sempre de instituigdes

diferentes da instituicdo de origem do artigo e sdo cegos quanto a identidade dos autores e ao


http://www.scielo/
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local de origem do trabalho. Apos receber ambos os pareceres, 0 Conselho Editorial os avalia
e decide pela aceitacdo do artigo sem modificacdes, pela recusa ou pela devolucdo aos autores
com as sugestdes de modificacBes. Conforme a necessidade, um determinado artigo pode
retornar varias vezes aos autores para esclarecimentos e, a qualquer momento, pode ter sua
recusa determinada. Cada versdo é sempre analisada pelo Conselho Editorial, que detém o

poder da deciséo final.
Tipos de artigos publicados

O Jornal de Pediatria aceita a submissao espontanea de artigos originais, artigos especiais e
cartas ao editor. Artigos originais incluem estudos controlados e randomizados, estudos de
testes diagnosticos e de triagem e outros estudos descritivos e de intervencdo, bem como
pesquisa basica com animais de laboratorio. O texto deve ter no maximo 3.000 palavras,
excluindo tabelas e referéncias; o nimero de referéncias ndo deve exceder 30. O nimero total

de tabelas e figuras ndo pode ser maior do que quatro.

Artigos que relatam ensaios clinicos com intervencao terapéutica (clinical trials) devem ser
registrados em um dos Registros de Ensaios Clinicos listados pela Organizagdo Mundial da
Saulde e pelo International Committee of Medical Journal Editors. Na auséncia de um registro
latino-americano, o Jornal de Pediatria sugere que os autores utilizem o registro
www.clinicaltrials.gov, dos National Institutes of Health (NIH). O ndmero de identificacdo
deve ser apresentado ao final do resumo.

Artigos especiais sdo textos ndo classificaveis nas demais categorias, que o Conselho Editorial
julgue de especial relevancia. Sua revisdo admite critérios proprios, ndo havendo limite de

tamanho ou exigéncias prévias quanto a bibliografia.

Cartas ao editor devem comentar, discutir ou criticar artigos publicados no Jornal de Pediatria.
O tamanho méximo é de 1.000 palavras, incluindo no maximo seis referéncias bibliogréaficas.

Sempre que possivel, uma resposta dos autores sera publicada junto com a carta.

S&o publicados, mediante convite, editoriais, comentarios e artigos de revisdo. Autores nao
convidados podem também submeter ao Conselho Editorial uma proposta para publicacdo de
artigos dessas classificagfes. Editoriais e comentarios, que geralmente se referem a artigos
selecionados, sdo encomendados a autoridades em areas especificas. O Conselho Editorial

também analisa propostas de comentarios submetidas espontaneamente.
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Artigos de revisdo sdo avaliacOes criticas e ordenadas da literatura em relacdo a temas de
importancia clinica, com énfase em fatores como causas e prevencdo de doencas, seu
diagnostico, tratamento e prognostico — em geral sdo escritos, mediante convite, por
profissionais de reconhecida experiéncia. Meta-analises sdo incluidas nesta categoria. Autores
ndo convidados podem também submeter ao Conselho Editorial uma proposta de artigo de
revisao, com um roteiro. Se aprovado, o autor pode desenvolver o roteiro e submeté-lo para
publicacdo. Artigos de revisdo devem limitar-se a 6.000 palavras, excluindo referéncias e

tabelas. As referéncias bibliogréaficas devem ser atuais e em nimero minimo de 30.
Orientacdes gerais

O arquivo original — incluindo tabelas, ilustracdes e referéncias bibliograficas — deve estar em
conformidade com os “Requisitos Uniformes para Originais Submetidos a Revistas
Biomédicas”, publicado pelo Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas

(http://www.icmje.org).

Cada secdo deve ser iniciada em nova pagina, na seguinte ordem: pagina de rosto, resumo em
portugués, resumo em inglés, texto, agradecimentos, referéncias bibliogréficas, tabelas (cada
tabela completa, com titulo e notas de rodapé, em pagina separada), figuras (cada figura
completa, com titulo e notas de rodapé, em pagina separada) e legendas das figuras. A seguir,

as principais orienta¢des sobre cada secao:
Pagina de rosto
A pagina de rosto deve conter todas as seguintes informacoes:

a) titulo do artigo, conciso e informativo, evitando termos supérfluos e abreviaturas; evitar
também a indicacao do local e da cidade onde o estudo foi realizado;

Instrugdes aos autores

b) titulo abreviado (para constar no topo das paginas), com méaximo de 50 caracteres,
contando 0s espagos;

c) nome de cada um dos autores (primeiro nome e o Ultimo sobrenome; todos os demais
nomes aparecem como iniciais);

d) apenas a titulagdo mais importante de cada autor;

e) endereco eletrdnico de cada autor;

f) informar se cada um dos autores possui curriculo cadastrado na plataforma Lattes do CNPg;

g) a contribuicdo especifica de cada autor para o estudo;
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h) declaragdo de conflito de interesse (escrever “nada a declarar” ou a revelacdo clara de
quaisquer interesses econdmicos ou de outra natureza que poderiam causar constrangimento
se conhecidos depois da publicacao do artigo);

i) definicdo de instituicdo ou servico oficial ao qual o trabalho esta vinculado para fins de
registro no banco de dados do Index Medicus/MEDLINE;

j) nome, endereco, telefone, fax e enderego eletrdnico do autor responsdvel pela
correspondéncia;

k) nome, endereco, telefone, fax e endereco eletrénico do autor responsavel pelos contatos
pré-publicacdo;

I) fonte financiadora ou fornecedora de equipamento e materiais, quando for o caso;

m) contagem total das palavras do texto, excluindo resumo, agradecimentos, referéncias
bibliogréaficas, tabelas e legendas das figuras;

n) contagem total das palavras do resumo;

0) numero de tabelas e figuras.

Resumo

O resumo deve ter no maximo 250 palavras ou 1.400 caracteres, evitando o uso de
abreviaturas. Nao se devem colocar no resumo palavras que identifiquem a instituicdo ou
cidade onde foi feito o artigo, para facilitar a revisdo cega. Todas as informacgdes que
aparecem no resumo devem aparecer também no artigo. O resumo deve ser estruturado

conforme descrito a seguir:
Resumo de artigo original

Obijetivo: informar por que o estudo foi iniciado e quais foram as hip6teses iniciais, se houve
alguma. Definir precisamente qual foi o objetivo principal e informar somente os objetivos

secundarios mais relevantes.

Métodos: informar sobre o delineamento do estudo (definir, se pertinente, se o estudo é
randomizado, cego, prospectivo, etc.), o contexto ou local (definir, se pertinente, o nivel de
atendimento, se primario, secundario ou terciario, clinica privada, institucional, etc.), os
pacientes ou participantes (definir critérios de selecdo, nimero de casos no inicio e fim do
estudo, etc.), as intervencdes (descrever as caracteristicas essenciais, incluindo métodos e

duracdo) e os critérios de mensuracdo do desfecho.
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Resultados: informar os principais dados, intervalos de confianga e significancia estatistica

dos achados.

Conclus0es: apresentar apenas aquelas apoiadas pelos dados do estudo e que contemplem os
objetivos, bem como sua aplicacdo préatica, dando énfase igual a achados positivos e negativos

que tenham méritos cientificos similares.
Resumo de artigo de reviséo

Obijetivo: informar por que a revisao da literatura foi feita, indicando se enfatiza algum fator

em especial, como causa, prevencao, diagndstico, tratamento ou progndstico.

Fontes dos dados: descrever as fontes da pesquisa, definindo as bases de dados e 0s anos
pesquisados. Informar sucintamente os critérios de selecdo de artigos e os métodos de

extracao e avaliacdo da qualidade das informacdes.

Sintese dos dados: informar os principais resultados da pesquisa, sejam quantitativos ou

qualitativos.

Conclusdes: apresentar as conclusdes e suas aplica¢des clinicas, limitando generalizagdes ao

escopo do assunto em revisao.

Apo6s o resumo, inclua de trés a seis palavras-chave que serdo usadas para indexacao. Utilize
termos do Medical Subject Headings (MeSH), disponiveis em

http://www.nIm.nih.gov/mesh/meshhome.html. Quando ndo estiverem disponiveis descritores

adequados, € possivel utilizar termos novos.
Abreviaturas

Devem ser evitadas, pois prejudicam a leitura confortavel do texto. Quando usadas, devem ser
definidas ao serem mencionadas pela primeira vez. Jamais devem aparecer no titulo e nos

resumos.
Texto

O texto dos artigos originais deve conter as seguintes se¢des, cada uma com seu respectivo

subtitulo:


http://www.nlm.nih.gov/mesh/
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a) Introducdo: sucinta, citando apenas referéncias estritamente pertinentes para mostrar a
importancia do tema e justificar o trabalho. Ao final da introducdo, os objetivos do estudo
devem ser claramente descritos.

b) Métodos: descrever a populacdo estudada, a amostra e os critérios de selecdo; definir
claramente as varidveis e detalhar a analise estatistica; incluir referéncias padronizadas sobre
0s métodos estatisticos e informacao de eventuais programas de computagdo. Procedimentos,
produtos e equipamentos utilizados devem ser descritos com detalhes suficientes para permitir
a reproducdo do estudo. E obrigatoria a inclusdo de declaragio de que todos os procedimentos
tenham sido aprovados pelo comité de ética em pesquisa da instituicdo a que se vinculam os
autores ou, na falta deste, por outro comité de ética em pesquisa indicado pela Comissdo
Nacional de Etica em Pesquisa do Ministério da Sadde.

¢) Resultados: devem ser apresentados de maneira clara, objetiva e em sequéncia légica. As
informacdes contidas em tabelas ou figuras ndo devem ser repetidas no texto. Usar graficos
em vez de tabelas com um nimero muito grande de dados.

d) Discussdo: deve interpretar os resultados e compara-los com os dados ja descritos na
literatura, enfatizando os aspectos novos e importantes do estudo. Discutir as implica¢es dos
achados e suas limitacdes, bem como a necessidade de pesquisas adicionais. As conclusdes
devem ser apresentadas no final da discussdo, levando em consideracdo 0s objetivos do
trabalho. Relacionar as conclusbes aos objetivos iniciais do estudo, evitando assertivas ndo
apoiadas pelos achados e dando énfase igual a achados positivos e negativos que tenham
méritos cientificos similares. Incluir recomendacdes, quando pertinentes. O texto de artigos de
revisdo nao obedece a um esquema rigido de se¢des. Sugere-se uma introducéo breve, em que
o0s autores explicam qual a importancia da revisdo para a préatica peditrica, a luz da literatura
médica. N&do é necessario descrever os métodos de selecdo e extracdo dos dados, passando
logo para a sua sintese, que, entretanto, deve apresentar todas as informaces pertinentes em
detalhe. A secdo de conclusdes deve correlacionar as ideias principais da revisdo com as
possiveis aplicagdes clinicas, limitando generaliza¢fes aos dominios da revisao.

Agradecimentos

Devem ser breves e objetivos, somente a pessoas ou instituicdes que contribuiram
significativamente para o estudo, mas que ndo tenham preenchido os critérios de autoria.
Integrantes da lista de agradecimento devem dar sua autorizagéo por escrito para a divulgacéo

de seus nomes, uma vez que os leitores podem supor seu endosso as conclusdes do estudo.

Referéncias bibliogréaficas
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As referéncias devem ser formatadas no estilo VVancouver, também conhecido como o estilo
Uniform Requirements, que é baseado em um dos estilos do American National Standards
Institute, adaptado pela U.S. National Library of Medicine (NLM) para suas bases de dados.
Os autores devem consultar Citing Medicine, The NLM Style Guide for Authors, Editors, and
Publishers (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=citmed) para informacoes
sobre os formatos recomendados para uma variedade de tipos de referéncias. Podem também
consultar o site “sample references”

http://www.nIm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html), que contém uma lista de exemplos
extraidos ou baseados em Citing Medicine, para uso geral facilitado; essas amostras de
referéncias sdo mantidas pela NLM. As referéncias bibliograficas devem ser numeradas e
ordenadas segundo a ordem de aparecimento no texto, no qual devem ser identificadas pelos
algarismos arabicos respectivos sobrescritos.

Para listar as referéncias, ndo utilize o recurso de notas de fim ou notas de rodapé do Word.
Artigos aceitos para publicagdo, mas ainda ndo publicados, podem ser citados desde que
indicando a revista e que estdo “no prelo”. Observa¢bes ndo publicadas e comunicacdes
pessoais ndo podem ser citadas como referéncias; se for imprescindivel a inclusdo de
informacdes dessa natureza no artigo, elas devem ser seguidas pela observacao “observagao
ndo publicada” ou “comunicacdo pessoal” entre parénteses no corpo do artigo.

Os titulos dos periddicos devem ser abreviados conforme recomenda o Index Medicus; uma
lista com suas respectivas abreviaturas pode ser obtida através da publicacdo da NLM “List of
Serials Indexed for Online Users”, disponivel no endereco
http://www.nIm.nih.gov/tsd/serials/Isiou.html. Para informag¢Ges mais detalhadas, consulte os
“Requisitos Uniformes para Originais Submetidos a Revistas Biomédicas”. Este documento

esta disponivel em http://www.icmje.org/.

Abaixo, apresentamos alguns exemplos do modelo adotado pelo Jornal de Pediatria:

Artigos em periddicos:

1. Até seis autores:

Aradjo LA, Silva LR, Mendes FA. Digestive tract neural control and gastrointestinal
disorders in cerebral palsy. J Pediatr (Rio J). 2012;88:455-64.

2. Mais de seis autores:

Ribeiro MA, Silva MT, Ribeiro JD, Moreira MM, Almeida CC, Almeida-Junior AA, et al.
Volumetric capnography as a tool to detect early peripheric lung obstruction in cystic fibrosis
patients. J Pediatr (Rio J). 2012;88:509-17.


http://www.icmje.org/
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3. Organizacdo como autor:

Mercier CE, Dunn MS, Ferrelli KR, Howard DB, Soll RF; Vermont Oxford Network ELBW
Infant Follow-Up Study Group. Neurodevelopmental outcome of extremely low birth weight
infants from the Vermont Oxford network: 1998-2003. Neonatology. 2010;97:329-38.

4. Sem autor:

Informed consent, parental permission, and assent in pediatric practice. Committee on
Bioethics, American Academy of Pediatrics. Pediatrics. 1995;95:314-7.

5. Artigos com publicacdo eletronica ainda sem publicagcdo impressa:

Carvalho CG, Ribeiro MR, Bonilha MM, Fernandes Jr M, Procianoy RS, Silveira RC. Use of
off-label and unlicensed drugs in the neonatal intensive care unit and its association with
severity scores. J Pediatr (Rio J). 2012 Oct 30. [Epub ahead of print]

Livros:

Blumer JL, Reed MD. Principles of neonatal pharmacology. In: Yaffe SJ, Aranda JV, eds.
Neonatal and Pediatric Pharmacology. 3 ed. Baltimore: Lippincott, Williams and Wilkins;
2005. p. 146-58.

Trabalhos académicos:

Borkowski MM. Infant sleep and feeding: a telephone survey of Hispanic Americans
[dissertation]. Mount Pleasant, MI: Central Michigan University; 2002.

CD-ROM:

Anderson SC, Poulsen KB. Anderson’s electronic atlas of hematology [CD-ROM].
Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins; 2002.

Homepage/website:

R Development Core Team [Internet]. R: A language and environment for statistical
computing. Vienna: R Foundation for Statistical Computing; 2003 [cited 2011 Oct 21].
Available from: http://www.R-project.org

Documentos do Ministério da Saude:

Brasil. Ministério da Salde. Secretaria de Atencdo a Saude. Departamento de AcGes
Programaéticas e Estratégicas. Atencdo a satde do recém-nascido: guia para os profissionais de
salde: cuidados gerais. Brasilia: Ministério da Saude; 2011. v. 1. 192p. (Série A. Normas e
Manuais Técnicos)

Apresentacéo de trabalho:

Bugni VM, Okamoto KY, Ozaki LS, Teles FM, Molina J, Bueno VC, et al. Development of a
questionnaire for early detection of factors associated to the adherence to treatment of

children and adolescents with chronic rheumatic diseases - “the Pediatric Rheumatology



178

Adherence Questionnaire (PRAQ)”. Paper presented at the ACR/ARHP Annual Meeting;
November 5-9, 2011; Chicago, IL.

Tabelas

Cada tabela deve ser apresentada em folha separada, numerada na ordem de aparecimento no
texto, e conter um titulo sucinto, porém explicativo. Todas as explicagbes devem ser
apresentadas em notas de rodapé e ndo no titulo, identificadas com letras sobrescritas em
ordem alfabética. Nao sublinhar ou desenhar linhas dentro das tabelas e ndo usar espacos para
separar colunas. Ndo usar espaco em qualquer lado do simbolo =.

Instrugdes aos autores Figuras (fotografias, desenhos, gréficos, etc.)

Todas as figuras devem ser numeradas na ordem de aparecimento no texto. Todas as
explicacdes devem ser apresentadas nas legendas, inclusive acerca das abreviaturas utilizadas.
Figuras reproduzidas de outras fontes ja publicadas devem indicar esta condi¢do na legenda,
assim como devem ser acompanhadas por uma carta de permissdo do detentor dos direitos.
Fotos ndo devem permitir a identificacdo do paciente; tarjas cobrindo os olhos podem ndo
constituir protecdo adequada. Caso exista a possibilidade de identificacdo, é obrigatoria a
inclusdo de documento escrito fornecendo consentimento livre e esclarecido para a
publicacdo. Microfotografias devem apresentar escalas internas e setas que contrastem com o
fundo.

As ilustragcOes sdo aceitas em cores para publicagdo no site. Contudo, todas as figuras serdo
vertidas para o preto e branco na versdo impressa. Caso 0s autores julguem essencial que uma
determinada imagem seja colorida mesmo na versao impressa, solicita-se um contato especial
com os editores. Imagens geradas em computador, como graficos, devem ser anexadas sob a
forma de arquivos nos formatos jpg, gif ou tif, com resolugdo minima de 300 dpi, para
possibilitar uma impressdo nitida; na versao eletrénica, a resolucéo sera ajustada para 72 dpi.
Gréaficos devem ser apresentados somente em duas dimensdes, em qualquer circunstancia.
Desenhos, fotografias ou quaisquer ilustracbes que tenham sido digitalizadas por
escaneamento podem ndo apresentar grau de resolucdo adequado para a versdo impressa da
revista; assim, é preferivel que sejam enviadas em versdo impressa original (qualidade
profissional, a nanquim ou impressora com resolucdo grafica superior a 300 dpi). Nesses
casos, no verso de cada figura deve ser colada uma etiqueta com o seu nimero, 0 nome do
primeiro autor e uma seta indicando o lado para cima.

Legendas das figuras

Devem ser apresentadas em pagina propria, devidamente identificadas com os respectivos

ndameros.
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Lista de verificacao

Como parte do processo de submissdo, os autores sdo solicitados a indicar sua concordancia
com todos os itens abaixo; a submissdo pode ser devolvida aos autores que ndo aderirem a
estas diretrizes.

1. Todos os autores concordam plenamente com a Nota de Copyright.

2. O arquivo de submissao foi salvo como um documento do Microsoft Word.

3. A pégina de rosto contém todas as informacfes requeridas, conforme especificado nas
diretrizes aos autores.

4. O resumo e as palavras-chave estdo na lingua de submissao (inglés ou portugués), seguindo
a pagina de rosto.

5. O texto é todo apresentado em espaco duplo, utiliza fonte tamanho 12 e italico em vez de
sublinhado para indicar énfase (exceto em enderecos da internet). Todas as tabelas, figuras e
legendas estdo numeradas na ordem em que aparecem no texto e foram colocadas cada uma
em péagina separada, seguindo as referéncias, no fim do arquivo.

6. O texto segue as exigéncias de estilo e bibliografia descritas nas normas de publicag&o.

7. As referéncias estdo apresentadas no chamado estilo de Vancouver e numeradas
consecutivamente na ordem em que aparecem no texto.

8. InformacBes acerca da aprovacdo do estudo por um conselho de ética em pesquisa s&o
claramente apresentadas no texto, na secao de métodos.

9. Todos os enderecos da internet apresentados no texto (p.ex., http://www.sbp.com.br) estdo

ativos e prontos para serem clicados.
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ANEXO J - Parecer do Jornal de Pediatria: Artigo submetido em 30/01/2015 e aceito em
19/03/2015.

Date: Apr 07, 2015

To: "Georgia Veras Araujo" georgiaveras@uol.com.br,sgueiros@uol.com.br
From: "Jornal de Pediatria" jped@jped.com.br

Subject: Your Submission

Ms. Ref. No.: JPED-D-15-00054R3

Title: Probidticos no tratamento das infecgdes do trato respiratério superior e inferior nas criangas:
revisdo sistematica baseada em ensaios clinicos randomizados

Jornal de Pediatria

Dear Georgia,

Informamos com satisfacdo que seu artigo "Probidticos no tratamento das infeccdes do trato respiratério
superior e inferior nas criangas: revisdo sistematica baseada em ensaios clinicos randomizados" foi aceito
para publicacdo e esta programado para a edigdo n°® 5 (Set/Out), ano de 2015, do Jornal de Pediatria.
Essa programacao ainda pode ser alterada de acordo com a necessidade da Editora.

Precisamos ainda de 2 pequenas alteragdes que devem ser feitas no arquivo anexo (Veja em "View
Review attachments"): colocar a chamada para a figura 1 no texto e colocar a data de acesso ao site,
pois consta apenas a data de atualizagdo. Por favor envie por e-mail para jped@jped.com.br

Solicitamos aos autores, também, enviarem a carta de submissdo anexa, assinada, via correio, de
preferéncia até o dia 15/04. O endereco esta na carta (Veja em "View Review attachments").

Como o artigo ainda passara por diversas revisoes de formato, linguagem e tradugdo, talvez ainda seja
necessario pedir algumas informacbes aos autores, por isso pedimos manter seu e-mail atualizado,
também para o envio das provas em pdf, posteriormente.

Agradecemos escolher o Jornal de Pediatria para enviar seu artigo.

Atenciosamente,

Maria de Fatima Machado
Editorial Assistance
Jornal de Pediatria
jped@jped.com.br
+55(51)3328.9520
+55(51)3392.5308

3K 3K 3K 3K 3K 3K 5K 3K 3K 3K 3K 3K 3K 3K 3K 3K K 3K K 3K XK K XK XK XK XK XK XK XK XK XK XK XK XK XK XK XK %k %k %k %k %

For further assistance, please visit our customer support site at
http://help.elsevier.com/app/answers/list/p/7923. Here you can search for solutions on a range of
topics, find answers to frequently asked questions and learn more about EES via interactive tutorials. You
will also find our 24/7 support contact details should you need any further assistance from one of our
customer support representatives.
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ANEXO K - Instrugdes aos autores para o periodico Clinical &t Experimental Allergy

Author Guidelines
NEW: CrossCheck Plagiarism Software

We would like to inform our authors that we now detect plagiarism easily. The journal to
which you are submitting your manuscript employs the CrossCheck plagiarism screening
system. By submitting your manuscript to this journal you accept that your manuscript may

be screened for plagiarism against previously published works.

Ethical policy and guidelines

Please read the Ethical Policies of Clinical & Experimental Allergy.

Clinical & Experimental Allergy encourages its contributors and reviewers to adopt the

standards of the International Committee of Medical Journal Editors.

Clinical & Experimental Allergy will not consider papers that have been accepted for
publication or published elsewhere. Copies of existing manuscripts with potentially
overlapping or duplicative material should be submitted together with the manuscript, so that
the Editors can judge suitability for publication. The Editors reserve the right to reject a paper

on ethical grounds.

Authors are required to provide details of the relevant ethical approval committee together

with the ethics approval number in the Methods section of their paper at submission stage.

Authors are required to provide a statement confirming whether the informed consent was
written or verbal. If the consent was verbal, please provide us with details of the measures
taken to document the process. In cases where minors are participants in the study, a
statement must be provided confirming whether written informed consent was obtained from

the parents of the participants.

The editors expect that the majority of papers published in Clinical & Experimental Allergy
will have obtained ethical approval for work on humans and animals and in the case of human

studies, informed written consent. There may be some exceptions (for example retrospective


http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1365-2222/homepage/Ethical_policies_of_CEA_April_2013.docx
http://www.icmje.org/
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reviews of anonymised clinical records), in which case a letter (translated into English if
necessary) from the relevant ethics committee stating that ethical permission was not required

must be included.

Clinical trials should be registered and publications must include the registration number and

name of the trial register. If these are not available, please provide an explanation.

For more detailed ethical guidelines please visit:

http://authorservices.wiley.com/bauthor/publicationethics.asp

Submission of manuscripts. Manuscripts should be submitted online through the CEA

ScholarOne Manuscripts website at http://mc.manuscriptcentral.com/cea.

The Journal will accept for publication suitable manuscripts dealing with the aetiology,
diagnosis and treatment of allergic (and related) diseases. These might include the study of
methods of controlling allergic reactions, human and animal models of hypersensitivity and
other aspects of basic and applied clinical allergy in its broadest sense including clinical trials.

The Journal also publishes solicited and unsolicited review articles on subjects of topical
interest to experimental and clinical allergists. It does not in general publish papers of a
primarily methodological nature. Editorials are by invitation only. The Journal does not
publish case reports; authors of case reports are encouraged to submit to Wiley’s open access

journal Clinical Case Reports.

Papers are accepted on the understanding that no substantial part has been, or will be,
published elsewhere, in whole or in part, and once papers have been accepted they remain the
copyright of the Journal.

Genetic association studies. Papers reporting genetic association studies will be expected to
conform to the guidelines set out by Hall and Blakey (Hall IP, Blakey JD. Thorax 2005;
60:357-9.)

For the recommendations of Clinical & Experimental Allergy for studies that include airway
function measurements in mouse models, please see: Inman MD. Trends and
recommendations in studies of mouse airway function. Clin Exp Allergy 2010;40:524-7.

Briefly, the recommendations are as follows. Some journals have taken the view that Penh


http://authorservices.wiley.com/bauthor/publicationethics.asp
http://mc.manuscriptcentral.com/cea
http://www.clinicalcasesjournal.com/
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measurements are not acceptable unless they have been validated by direct measurements in
the particular model system being used in the study. This is not the position of Clinical &
Experimental Allergy. While we recognize the limitations of the technique and it is important
that authors take these limitations into account when presenting their paper, mandatory usage
of direct measurement systems will not be required for submission. The need for direct airway
function measurements will be assessed on an individual basis and the editors reserve the
right to request direct measurements when deemed important to the overall message of the
paper. This is particularly likely to be the case when a novel functional finding is being

reported.

Correspondence and Reply. If space is available and the subject is of sufficient interest,
correspondence concerning recent publications in the journal is occasionaly published.
Because of space limitations, publication will depend on priority rating and letters that
confirm previously published material without adding significant new information are less
likely to be published. The authors of the original work will be invited to respond to any
letters commenting on their manuscript. In the first instance authors who wish to comment on
a published paper must submit the letter electronically to the Editorial Office

(catherine@bsaci.org). Correspondence should not be submitted online.

Electronic files of the manuscript contents must be uploaded at the CEA ScholarOne

Manuscripts website at http://mc.manuscriptcentral.com/cea, and the onscreen steps should be

followed to submit the manuscript to the Editorial Office. Manuscripts that do not conform
to guidelines will be delayed in processing. Online submission ensures the quickest possible
review and allows authors to track the progress of their papers online. If authors are not able
to submit their manuscript online they should contact the Editorial Office by email
(catherine@bsaci.org), or by telephone at 44 (0)1865 476 542.

Copyright

If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author for the
paper will receive an email prompting them to login into Author Services; where via the
Wiley Author Licensing Service (WALS) they will be able to complete the license agreement
on behalf of all authors on the paper.

For authors signing the copyright transfer agreement


mailto:catherine@bsaci.org?subject=CEA:%20Response%20to%20published%20paper
http://mc.manuscriptcentral.com/cea
mailto:catherine@bsaci.org?subject=Submission%20to%20CEA
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If the OnlineOpen option is not selected the corresponding author will be presented with the
copyright transfer agreement (CTA) to sign. The terms and conditions of the CTA can be

previewed in the samples associated with the Copyright FAQs below:

CTA Terms and Conditions: http://exchanges.wiley.com/authors/fags---copyright- 301.html

For authors choosing OnlineOpen

If the OnlineOpen option is selected the corresponding author will have a choice of the

following Creative Commons License Open Access Agreements (OAA):

Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA Creative Commons

Attribution Non-Commercial -NoDerivs License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit the

Copyright FAQs hosted on Wiley Author Services

http://exchanges.wiley.com/authors/fags---copyright- 301.html

and visit

http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html.

If you select the OnlineOpen option and your research is funded by The Wellcome Trust and
members of the Research Councils UK (RCUK) you will be given the opportunity to publish
your article under a CC-BY license supporting you in complying with Wellcome Trust and
Research Councils UK requirements. For more information on this policy and the Journal’s

compliant self-archiving policy please visit: http://www.wiley.com/go/funderstatement.

For RCUK and Wellcome Trust authors click on the link below to preview the terms and
conditions of this license:

Creative Commons Attribution License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit the
Copyright FAQs hosted on Wiley Author Services:
http://exchanges.wiley.com/authors/fags---copyright- 301.html

and visit

http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html.



http://exchanges.wiley.com/authors/faqs---copyright-_301.html
http://exchanges.wiley.com/authors/faqs---copyright-_301.html
http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html
http://www.wiley.com/go/funderstatement
http://exchanges.wiley.com/authors/faqs---copyright-_301.html
http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html
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A Conflict of Interest form should accompany every submission and is available from the
'Instructions and Forms' section of the ScholarOne Manuscripts submission website at

http://mc.manuscriptcentral.com/cea. This is a statement signed by all the authors indicating

that the material is original and has not been submitted for publication elsewhere, that all
authors have contributed significantly to the research and preparation, revision and final
production of the manuscript and approve its submission.

Please note that, following the recommendations of the International Committee of Medical
Journal Editors (ICMJE), Clinical and Experimental Allergy requires authors to have
registered their clinical trials on a publicly accessible database. Please see the ICMJE website

(http://www.icmje.orq) for details of the registration process.

Online Open

OnlineOpen is available to authors of primary research articles who wish to make their article
available to non-subscribers on publication, or whose funding agency requires grantees to
archive the final version of their article. With OnlineOpen, the author, the author's funding
agency, or the author's institution pays a fee to ensure that the article is made available to non-
subscribers upon publication via Wiley InterScience, as well as deposited in the funding
agency's preferred archive. For the full list of terms and conditions, see
http://olabout.wiley.com/WileyCDA/Section/id-406241.html.

Any authors wishing to send their paper OnlineOpen will be required to complete the

payment form available from our website at:

https://authorservices.wiley.com/bauthor/onlineopen_order.asp. Prior to acceptance there is

no requirement to inform an Editorial Office that you intend to publish your paper
OnlineOpen if you do not wish to. All OnlineOpen articles are treated in the same way as any
other article. They go through the journal's standard peer-review process and will be accepted

or rejected based on their own merit.

Manuscripts should be typed (double spacing) in A4 page format. The manuscript should be
written in clear and concise English. Authors whose primary language is not English should
obtain assistance with writing to avoid grammatical problems and delays in processing. Under

normal circumstances articles should not exceed 10 printed pages (approximately 5000 words,


http://mc.manuscriptcentral.com/cea
http://www.icmje.org/
http://olabout.wiley.com/WileyCDA/Section/id-406241.html
https://authorservices.wiley.com/bauthor/onlineopen_order.asp
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with no more than 8 illustrations (tables and/or figures). Longer articles are accepted at the

discretion of the Editors.

The manuscript should be organized as follows: Title page, Abstract, Introduction, Methods,
Results, Discussion, Acknowledgements, References. Each section should begin on a new
page. Pages should be numbered. The generic terms for all drugs and chemicals should be

used.

The title page should include the full title of the paper, a condensed title for a running head,
the list of authors and institutional affiliations, and the name, address, telephone number, fax
number, and e-mail address of the corresponding author who should be contacted regarding

the manuscript.

Abstract: this should be no longer than 300 words and should summarise the results and
conclusions concisely. Acronyms, references and tabular data should not be included. The
abstract should be organized with the following subheadings: Background: why was the study
performed? Objective: what is the purpose of the study? Methods: what were the principal
methods used? Results: What are the most important findings? Conclusions & Clinical
Relevance: What is the most important conclusion drawn, and what is the clinical relevance of

the results?

Introduction: containing the reasons for doing the work.

Materials and Methods: sufficient information must be included to permit repetition of

experimental work.

Results: these should be given concisely; the use of tables and figures to illustrate the same

results will only rarely be allowed.

Discussion: the presentation of results should be separated from a discussion of their

significance. This section should not repeat results.

Acknowledgements, conflict of interest, etc.: general acknowledgements for consultations,
statistical analyses, and the like, including full names of individuals involved, as well as

noting financial or other support of the research.
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A conflict of interests statement must be included at the end of the manuscript. All authors
must declare any relevant competing interests. The disclosure applies only to authors who
have financial relationships with companies that have an interest in the subject matter of their
manuscript. If appropriate, the statement should also be included at the end of the manuscript.
If no conflict of interests exists, please include a statement to that effect. The Journal
subscibes to the doctrine of BMJ Journals which states 'A competing interest exists when
professional judgment concerning a primary interest (such as patients' welfare or the validity
of the research) may be influenced by a secondary interest (such as financial gain or personal
rivalry). It may arise for the authors of an article when they have a financial interest that may
influence - probably without their knowing - their interpretation of their results or those of
others. There is nothing inherently unethical about a conflict of interest but they should be

acknowledged and openly stated'.

References (see below)

Figure legends, tables and figures

Ethics. All human and animal studies must be approved by an appropriate ethics committee
or review board (depending on local arrangements), and a statement to this effect should be
included in the methods section, or the reasons why it was not necessary if this is the case.
The statement should include the name of the ethics committee and its approval number for
the study concerned. All clinical investigations must have been conducted according to the

principles expressed in the Declaration of Helsinki (http://www.wma.net).

Units and abbreviations. The Journal recognizes the adoption of the Systéme International
d'Unités (SI Units) proposed in Units, Symbols and Abbreviations (1972) published by the
Royal Society of Medicine, 1 Wimpole Street, London W1M 8AE.

Abbreviations included in the list published Clin Exp Allergy 2004; 34:160-2 need not be
written in full. Other abbreviations should only be used when they occur frequently. Please go
to this link for the list.

References. It is the author's responsibility to ensure the accuracy of the references. Authors
are expected to perform a comprehensive search of the literature to gather the most current
articles relative to the subject matter. References in the manuscript text should follow the

Vancouver style. They should appear as numbers in square brackets or they may follow


http://www.wma.net/
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1365-2222/homepage/CEA_Abbreviations.pdf
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authors' names in the text if necessary. The reference list should show the references in
numerical (not alphabetical) order. The full title of the paper should be given with first and
last page numbers. The journal should be abbreviated according to the system adopted by

Index Medicus.

For example:

Cartier A, Thomson NC, Frith PA, Roberts R, Hargreave FE. Allergen-induced increase in
bronchial responsiveness to histamine: relations to late asthmatic response and change in

airway caliber. J Allergy Clin Immunol 1982;70:170-7.

When the quotation is from a book the following format should be used, giving the relevant

page or chapter number:
Antia FP. Clinical dietetics and nutrition. 2nd Edn. London: Oxford University Press, 1973.

Weinstein L, Swartz MN. Pathogenic properties of invading microorganisms. In: Sodeman
WA Jr, Sodeman WA, eds. Pathologic physiology: mechanisms of disease. Philadelphia: WB
Saunders, 1974:457-72.

Work that has not been accepted for publication and personal communications should not
appear in the reference list. Work that has been accepted for publication should be included in

the reference list stating the journal in which it is to appear.

References in Articles

We recommend the use of a tool such Reference Manager for reference management and

formatting. Reference Manager reference styles can be searched for here:

http://www.refman.com/support/rmstyles.asp

Illustrations. Figures should be numbered (Arabic numerals) in the order they appear in the
text. Legends to the figures should be typed on a separate sheet. For online submission and
review purposes you may submit a PDF file. If your paper is accepted it is important that all
electronic artwork is supplied to the editorial office in the correct format and resolution. It is

recommended that you consult the publisher's Illustration guidelines at


http://www.refman.com/
http://www.refman.com/support/rmstyles.asp
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http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp if you need advice on any aspect of

preparing your artwork.

Tables should be typed on separate pages. They should be numbered consecutively with
Arabic numerals, have a brief title, and be cited in the text. It should be possible to understand
the information in a table without reading the text. The information in a very small table can
be presented more economically as one or two sentences of text. Units should appear in
parentheses in the column headings but not in the body of the table. Words or numerals

should be repeated on successive lines; ditto should not be used.

Pre-Submission English-language editing and manuscript preparation
If you are not a native English speaker, we strongly recommend that you have your
manuscript professionally edited before submission. Expert help (with translation, language
editing, formatting, and figure preparation) to ensure that your manuscript is ready for
submission can be found here: http://wileyeditingservices.com/en/. Professional editing is not

compulsory, but will mean that reviewers are better able to read and assess your manuscript.
Use of these resources does not guarantee acceptance or preference for publication in this

journal.

Accepted Articles Clinical & Experimental Allergy now offers Accepted Articles for all
articles within a short time of acceptance. Further to acceptance in Clinical & Experimental
Allergy, the manuscripts of articles are immediately made publicly available online. 'Accepted
Articles' have been peer-reviewed and accepted for formal publication, but have not been
subject to copyediting, composition or proof correction. The service has been designed to
ensure the earliest possible circulation of research papers after acceptance. Accepted Articles
appear in PDF format only and are given a Digital Object Identifier (DOI), which allows them
to be cited and tracked. The DOI remains unique to a given article in perpetuity. More

information about DOIs can be found online at http://www.doi.org/fag.html

Neither the editors nor Wiley-Blackwell can be held responsible for errors or consequences
arising from the use of information contained in Accepted Articles; nor do the views and

opinions expressed necessarily reflect those of the editors or Wiley-Blackwell.


http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp
http://wileyeditingservices.com/en/
http://www.doi.org/faq.html
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Page proofs. Page proofs will be submitted to the contributor for minor corrections and
should be returned to the journal production office within 3 days. Major alterations from the
text cannot be accepted. The corresponding author will receive an e-mail alert containing a
link to a website. A working e-mail address must therefore be provided for the corresponding
author. Further instructions will be sent with the proof. Hard copy proofs may be sent by fax

if no e-mail address is available.

Offprints. Authors will be provided with electronic offprints of their paper. Paper offprints
may be ordered at prices quoted on the order form that accompanies proofs, provided that the
form is returned with the proofs. The cost is higher if the order form arrives too late for the
main print run. Electronic offprints are sent to the corresponding author at his or her email
address unless advised otherwise. Please ensure that the name, address and email address of
the receiving author are clearly indicated on the manuscript title page if he or she is not the

corresponding author.

Data sharing. The journal supports the efforts to encourage open sharing of publication-
related data. The journal adheres to the beliefs that authors should include in their publications
the data, algorithms, or other information that is central or integral to the publication or make
it freely and readily accessible; use public repositories for data whenever possible; and make
patented material available under a licence for research use. For more information, see the
NAS website:

http://books.nap.edu/books/0309088593/html/1.html.

Supporting Information can be a useful way for an author to include important but ancillary
information with the online version of an article. Examples of Supporting Information include
additional tables, data sets, figures, movie files, audio clips, 3D structures, and other related
nonessential multimedia files. Supporting Information should be cited within the article text,
and a descriptive legend should be included. It is published as supplied by the author, and a
proof is not made available prior to publication; for these reasons, authors should provide any
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