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RESUMO

Introducdo: A fibrose cistica (FC) é caracterizada pelas infeccGes
persistentes das vias respiratorias e a ativacdo excessiva de processos
imunes. A ingestdo de simbioticos pode ser benéfica para pacientes com
FC por estar relacionado com a modulagdo da microbiota intestinal,
reducdo da exacerbagdo pulmonar e atenuacdo da inflamacéo. Objetivo:
Avaliar o efeito da suplementacdo com simbidtico nos marcadores da
resposta inflamatdria sistémica e a composicdo da microbiota intestinal
de criangas e adolescentes com FC. Metodologia: ETAPA 1 - Ensaio
clinico, randomizado, duplo-cego, suplementado e controlado por
placebo 90 dias. As 72 criangas/adolescentes foram distribuidas em
grupo controle (GC, n = 17, idade: 5,88 £ 3,80 anos), grupo placebo
(maltodextrina) FC (GPFC, n =19, idade: 10,74 + 2,54 anos) e 0 grupo
simbiético [frutooligossacarideo, Lactobacillus (L.) paracasei, L.
rhamnosus, L. acidophilus e Bifidobacterium (B.) lactis] FC (GSFC, n =
22, idade: 9,59 + 2,79 anos). Avaliou-se: Volume Expiratdrio Forcado
no primeiro segundo (VEF1), estado nutricional e a resposta inflamatéria
[interleucina (IL) 12, IL-6 1L-8, IL-10, TNF-a, mieloperoxidase (MPO),
proteina-C reativa (PCR) e metabdlitos do oOxido nitrico (NOx)]. O
modelo linear generalizado com interacdo entre suplemento-simbidtico e
tempo (final-basal) foi ajustado para sexo e idade. ETAPA 2 - Estudo
clinico transversal. Amostra com 36 criangas, de 0 a <15 anos, de ambos
o0s sexos, foi distribuida em dois grupos: GFC (n = 19) e GC (n = 17)
gue frequentavam o ambulatério de puericultura. O estado nutricional
foi avaliado pelo indice de massa corporal para idade (IMC/I) e estatura
para idade (E/I) e a inflamacédo intestinal foi avaliada pela dosagem de
calprotectina fecal. A quantificacdo dos microrganismos Bacterdides,
Bifidobacterium, Veillonella, L. paracasei, Escherichia (E.) coli,
Clostridium (C.) difficile, Firmicutes, Pseudomonas (P.) aeuroginosa,
Eubacterium (E.) rectale e Faecalibacterium (F.) prausnitzii foi
realizada por meio da técnica de hibridizacdo fluorescente in situ.
Resultados: ETAPA 1 - A PCR e os NOx foram significativamente
maiores nos GPFC e GSFC (ambos p < 0,001) quando comparados ao
GC. No GSFC o NOx diminuiu significativamente (p = 0,030). No
GSFC categorizado em bacteriologia positiva, foi observada diminuicéo
nas concentragdes das citocinas IL-6 (p = 0,033) e IL-8 (p = 0,009).
ETAPA 2 - Houve diferenga significativa entre os grupos FC e GC para
a calprotectina fecal (p = 0,040). Os microrganismos Bacteroides, F.
prausnitzii, Firmicutes e E. rectale encontram-se diminuidos no GFC
em relagdo ao GC (p =0,034; p=0,035; p < 0,001; p = 0,002,



respectivamente). Enquanto que os microrganismos C. difficile, P.
aeruginosa e E. coli encontram-se aumentados significativamente no
GFC (p=0,024; p <0,001; p = 0,007, respectivamente). Conclusdo: A
suplementacdo com o simbiético se mostrou efetiva na diminuicdo dos
marcadorespro-inflamatorios IL-6, IL-8 e NOx em criangas/adolescentes
com FC. A diminuicdo de importantes grupos funcionais de bactérias
como Bacterdides, F. prausnitzii, Firmicutes e E. rectale e consequente
aumento das bactérias C. difficile, P. aeruginosa e E. coli pode ter
importante efeito sobre a ecologia intestinal e metabolismo celular.

Palavras chaves: Fibrose cistica, simbiéticos, inflamacgéo, estado
nutricional, microbiota intestinal.



ABSTRACT

Background: Cystic fibrosis (CF) is characterized by persistent
infections of the airways and excessive activation of immune processes.
Ingestion of synbiotics may be beneficial for CF patients because it is
related to intestinal microbiota modulation, reduction of pulmonary
exacerbation and attenuation of inflammation. Objective: Evaluate the
effect of symbiotic supplementation on systemic inflammatory response
markers and intestinal microbiota composition of children and
adolescents with CF. Methods: STEP 1 - Clinical, randomized, double-
blind, placebo-controlled, 90-day trial. The 72 children/adolescents were
distributed in the control group (CG, n = 17, age: 8.55 + 3.03 years),
placebo group (maltodextrin) CF (PCFG, n =19, age: 10.74 £ 2, 54) and
the synbiotic group (fructooligosaccharide, Lactobacillus (L.) paracasei,
L. rhamnosus, L. acidophilus and Bifidobacterium (B.) lactis] FC
(SCFG, n = 22, age: 9.59 + 2.79 years). Forced Expiratory Volume in
the first second (FEV1), nutritional status and inflammatory response
(interleukin (IL) 12, IL-6 IL-8, IL-10, TNF-0, myeloperoxidase (MPO),
C-protein reactive (PCR) and nitric oxide (NOx) metabolites]. The
generalized linear model with interaction between synbiotic supplement
and time (final-basal) was adjusted for sex and age. STEP 2 - Cross-
sectional study. A sample of 36 children, aged 0 to <15 years, of both
sexes, was divided into two groups: CFG (n = 19) and CG (n = 17)
attending the child care outpatient clinic. Nutritional status was assessed
by body mass index for age (BMI/I) and height for age (E/I), and
intestinal inflammation was assessed by fecal calprotectin. The
guantification of the microorganisms Bacteroides, Bifidobacterium,
Veillonella, L. paracasei, Escherichia (E.) coli, Clostridium (C.)
difficile, Firmicutes, Pseudomonas (P.) aeuroginosa, Eubacterium (E.)
rectale and Faecalibacterium (F.) prausnitzii was performed by
fluorescence in situ hybridization technique.Results: STEP 1 - PCR and
NOx were significantly higher in PCFG and SCFG (both p <0.001)
compared to the CG. In the GSFC the NOx decreased significantly (p =
0.030). In SCFG categorized as positive bacteriology, a decrease in IL-6
cytokine concentrations (p = 0.033) and IL-8 (p = 0.009) was observed.
STEP 2 - The significant difference between CF and CG for fecal
calprotectin (p = 0.040). The microorganisms Bacteroides, F.
prausnitzii, Firmicutes and E. rectale were found to be decreased in CFG
compared to CG (p = 0.034, p = 0.035, p <0.001, p = 0.002,
respectively). While the microorganisms C. difficile, P. aeruginosa and
E. coli are significantly increased in the CFG (p = 0.024, p <0.001, p =



0.007, respectively). Conclusion: Synbiotic supplementation was shown
to be effective in reducing the proinflammatory markers IL-6, 1L-8 and
NOx in children/adolescents with CF. The decrease of important
functional groups of bacteria such as Bacteroides, F. prausnitzii,
Firmicutes and E. rectale and consequent increase of the bacteria C.
difficile, P. aeruginosa and E. coli can have important effect on the
intestinal ecology and cellular metabolism.

Keywords: Cystic fibrosis, synbiotics, inflammation, nutritional status,
intestinal microbiota.
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1 INTRODUCAO

A progressiva e irreversivel lesdo pulmonar causada pela
recorrente e cronica infeccédo e inflamagéo é a maior causa de morbidade
e mortalidade entre os pacientes com fibrose cistica (FC), oqueotorna
um fator central na progressdo da doenca (SAGEL e ACCURSO, 2002;
SAGEL et al., 2007; CORVOL et al., 2008). Os protocolos clinicos
consideram, dentre as principais bactérias patogénicas para a FC, a
Pseudomonas (P.) aeruginosa como sendo a mais agressiva
(GRASSME et al., 2010; ATHANAZIO et al., 2017).

Uma das caracteristicas da inflamag8o das vias aéreas na FC é a
predominancia de neutréfilos em fluxo continuo resultando em actimulo
(CONESE et al., 2003; DOWNEY et al., 2009; KIENINGER e
REGAMEY, 2010). Os neutr6filos liberam proteases, incluindo a
elastase neutrofilica, a qual prejudica as funcdes antibacterianas dos
macrdfagos e neutréfilos estimulando-se assim a liberacdo de
quimiocinas e interleucinas (IL) como, por exemplo, a IL-8 (SAGEL e
ACCURSO, 2002; COURTNEY et al., 2004; ELIZUR et al., 2008). As
bactérias estimulam a liberacdo de quimiocinas que recrutam mais
neutréfilos para as vias aéreas, 0 que resulta no aumento da resposta
inflamatoria (CHMIEL e KONSTAN, 2007).

O infiltrado persistente de neutrofilos nas vias aéreas favorece
uma resposta inflamatéria anormal, ou seja, com elevadas concentragfes
de fator nuclear kappa beta (NF-xB) que, por sua vez, promove a sintese
de citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-1B, IL-6
e IL-8 (BARNES e KARIN, 1997; DIMANGO et al., 1998; BERGER,
2002; ARMSTRONG et al., 2005; HANSEN et al., 2010). Os pacientes
com FC também tém diminuicdo das concentracfes de IL-10, uma
citocina que tem propriedade antiinflamatéria. Acredita-se que a
diminuicdo da concentracdo de IL-10 contribui para a producao
excessiva das citocinas pré-inflamatérias, impedindo a resolucdo da
inflamacdo das vias aéreas (STAROSTA et al.,, 2006). Esse
desequilibrio entre citocinas pr6 e antiinflamatérias promove a
amplificacdo da resposta inflamatdria na FC (COURTNEY et al., 2004;
CORVOL et al., 2008).

AlteracBGes presentes nos pacientes com FC como inflamagdo
intestinal e alteragBes da motilidade intestinal conjuntamente com a
ingestdo de medicamentos como, por exemplo, os antibioticos estdo
relacionados com o aumento da permeabilidade intestinal e com menor
resposta dos mecanismos de reparacdo da mucosa (VAN ELBURG et
al., 1996; LLOYD-STILL et al., 1998; RAIA et al., 2000; SMYTH et



28

al., 2000; BRUZZESE et al., 2004; WHITE et al., 2007; ATHANAZIO
et al., 2017).

A alteracdo da homeostase intestinal, resultado da interagéo entre
hospedeiro e microbiota, esta associada com a liberacdo de citocinas
pré-inflamatdrias e a estimulagdo da secrecdo de ion/agua promovendo a
inflamacdo, lesdo intestinal e diarreia. O epitélio intestinal é responsavel
por regular o transporte de eletrélitos como, por exemplo, a secrecdo de
cloreto, contudo as células epiteliais sdo alvos primérios de bactérias,
citocinas e neuromediadores (ABREU et al., 2005; LEE et al., 2006). O
uso de antibidticos como a trobamicina e colistina, por pacientes com
FC em exacerbacdo pulmonar, pode promover alteragcdo da microbiota
intestinal, por ndo agirem somente nas cepas patogénicas e diarreia
(JERNBERG et al., 2007; DETHLEFSEN et al., 2008). A microbiota
intestinal estd envolvida com a resisténcia a colonizagdo, processos
metabdlicos, regulacdo da proliferacdo do epitélio intestinal e com a
modulacdo da resposta imunolégica (CEBRA, 1999; MACPHERSON e
UHR, 2004; NOVERR e HUFFNAGLE, 2004).

Como forma de modular a microbiota intestinal tem-se estudado a
ingestdo de componentes que favorecem o crescimento e 0 metabolis mo
de espécies benéficas (prebioticos), a ingestdo de microrganismos vivos
(probioticos) e a combinacdo destas duas estratégias (simbi6ticos)
(SAAD, 2006).

A ingestdo de prebidticos como os frutooligossacarideos (FOS),
inulina e galactooligossacarideos tem sido associada com a melhora da
sintomatologia e composicdo da microbiota intestinal em casos de
sindrome do intestino irritdvel, regulagdo do sistema imunitério,
diminuicdo da duracdo da diarreia e diminuicdo do uso de antibioticos
em casos de doencas respiratoriass (SAAVEDRA et al., 1999;
TSCHERNIA et al., 1999; LOMAX e CALDER, 2009; SILK et al.,
2009). Algumas cepas de bactérias probioticas tém sido investigadas em
diversas condicGes clinicas. Os lactobacillus (L) tais como: L.
acidophilus, L. fermentum, L. paracasei paracasei, L. rhamnosus GG, L.
plantarum, L. casei, L. delbrueckii bulgaricus estdo sendo associados
com a inducdo da producdo de beta defensina humana 2 (hpD2) em
células epiteliais, atividade antimicrobiana, inducdo da secrecdo de
mucina, diminuicdo das lesGes provocadas por TNF-o, atenuacdo da
resisténcia transepitelial induzida por perdxido de hidrogénio,
diminuicdo da producdo de IL-8, inducdo da producdo de IL-10 e
imunomodulagdo de células dendriticas (CABALLERO-FRANCO et
al., 2007; YAN et al., 2007; KONSTANTINOV et al., 2008; SCHLEE
et al., 2008; SETH et al., 2008; LU et al., 2009). As cepas de
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bifidobactérias tém sido associadas com: a inibicdo da elastase
pancredtica e neutrdfilos [Bifidobacterium (B.) longum longum;
regulacdo dos genes que expressam IL-6 (B. animalis lactis); aumento
da funcdo da barreira da mucosa e atenuagdo da inflamacéo e aumento
da permeabilidade capilar no célon em ratos deficientes em IL-10 (B.
longum infantis); e sobrevivéncia prolongada e maturacdo de células
dendriticas, producdo aumentada de IL-10 e producdo de IL-12 por
células dendriticas (B. breve) (IVANOV et al., 2006; EWASCHUK et
al., 2008; HOARAU et al., 2008; MITSUMA et al., 2008).

A utilizacdo de prebi6ticos e probi6ticos pode ser benéfica para
pacientes com FC por estarem constantemente expostos a medicacéo e
antibiéticos de amplo espectro, por apresentarem permeabilidade
intestinal aumentada, microbiota anormal, mediadores imunitarios inatos
desregulados e inflamag&o pulmonar cronica (vanVAN ELBURG et al.,
1996; CLAEYS et al., 2005; BRUZZESE et al., 2007; WEISS et al.,
2010).

Considerando as situagdes apresentadas, pretende-se neste estudo
avaliar o efeito da suplementacdo comsimbiético nos marcadores da resposta
inflamatéria sistémica e a composicdo da microbiota intestinal de criangas e
adolescentes comfibrose cistica.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4350908/
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2 REVISAO DA LITERATURA

21 FIBROSE CISTICA E A FUNGAO PULMONAR E
GASTROINTESTINAL

A Fibrose Cistica (FC) ou mucoviscidose é uma doenca causada
por mutaces deletérias no gene FC, formado por 250 quilobases de
acido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid - DNA) com 27 éxons
localizado no braco longo do cromossomo sete no locus g31, o qual
codifica um &cido ribonucléico mensageiro (Ribonucleic acid mensseger
— RNAm) de 6,5 quilobases. O RNAm é resposavel por codificar a
proteina do canal de cloro denominada proteina reguladora da
condutancia transmembrana da FC (Cystic Fibrosis Transmembrane
Regulator - CFTR) composta por 1.480 aminoécidos (DAVIS, 2006;
ROSA et al., 2008). A proteina CFTR ¢é sintetizada no ndcleo, sendo
transportada para as organelas citoplasmaticas onde ocorre a maturagao,
para posteriormente ser expressa nas membranas apicais das células
epiteliais (ROSA etal., 2008; ROLIM et al., 2010).

Em 1938 a FC foi identificada como uma doenca que promove a
formagdo de muco espesso e VvisC0sO e Como consequéncia ocorre 0
bloqueio dos ductos glandulares tendo sido denominada FC do pancreas
ou mucoviscidose (ANDERSEN, 1938; FARBER et al., 1943). O gene
da FC que codifica a proteina CFTR, a qual funciona como um canal
que realiza o transporte de cloro é regulada pelo monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc), e foi descoberto apenas em 1989 em células
provenientes dos ductos de suor (KEREM et al., 1989; RIORDAN et
al., 1989; ROMMENS et al., 1989; DAVIS, 2006). Além do transporte
de ions de cloro através das superficies epiteliais, a proteina CFTR tem
sido relacionada com o transporte de tiocianato, bicarbonato e proteinas
(QUINTON, 2001; RIORDAN, 2008).

O gene CFTR ¢é espresso em células epiteliais presentes nas vias
aéreas, nos ductos pancreaticos e nos ductos excretores de suor, no
intestino, nas vias biliares e nos vasos deferentes. A disfungdo na CFTR
pode resultar em alteracdo do contetdo de eletrolitos no meio externo da
membrana celular epitelial e desencadear 0 aumento da concentragdo de
cloreto no suor, insuficiéncia pancreatica, cirrose biliar, doenca
pulmonar caracterizada por infec¢do bacteriana e bronquiectasias, além
da obstrucdo intestinal (DAVIS, 2006; GELFOND e BOROWITZ,
2013).

A estimativa da incidéncia e da prevaléncia de FC no mundo e
por regido é um desafio devido a heterogeneidade da doenca e a erros
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e/ou limitagdes dos testes diagnoésticos e as analises genéticas
incompletas, o que dificulta o diagnostico. Além disso, a ndo realizagao
da triagem neonatal (como por exemplo o teste do pezinho) em toda a
populacdo e os casos ndo notificados efou classificados de forma
inadequada também dificultam a estimativa da incidéncia e da
prevaléncia de FC (FARRELL, 2008; SALVATORE et al., 2011). A
frequéncia da FC varia de acordo com a etnia, sendo mais comum em
caucasianos. No mundo a frequéncia de FC ¢é de cerca de 1 em 2.500
nascidos vivos (RATJEN e DORING, 2003), sendo que
aproximadamente 70.000 pessoas possuem a doenca (GIBSON et al.,
2003; FARRELL, 2008; RAMSEY et al., 2011; BARRETT et al.,
2012).

Na Europa a incidéncia varia de 1:1.800 a 1:25.000 nascidos
vivos, de acordo com a regido, nos Estados Unidos a incidéncia é de
cerca de 1 a cada 3.500 nascidos vivos (WHO, 2004). Na América
Latina ha uma heterogeneidade étnica da populacdo, sendo que a
incidéncia varia de 1:3.900 a 1:8.500 nascidos vivos. No Brasil a
incidéncia é de 1:6.902 nascidos vivos (WHO, 2004). Com relacdo a
regido Sul, estudos tem mostrado que a incidéncia no Parana, Santa
Catarina e no Rio Grande do Sul é de 1:9.520, 1:8.700 e 1:1.587
nascidos vivos respectivamente (WHO, 2004).

No Brasil, segundo o Registro Brasileiro de Fibrose Cistica,
foram registrados 2.182 pacientes com FC no ano de 2011 (GBEFC,
2011). Na regidao Sul foi registrado 551 (25,3%) casos, sendo
distribuidos: 97 (17,6%) pacientes sdo do estado do Parana, 138 (25%)
pacientes no estado de Santa Catarina e 316 (57,3%) no estado do Rio
Grande do Sul (GBEFC, 2011).

O diagnostico da FC pode ser feito inicialmente pela triagem
neonatal, a qual no Brasil é baseada na quantificacdo, em dois
momentos, dos niveis de tripsinogénio imunorreativo até 30 dias de vida
(BHATTACHARYA et al., 2014; ATHANAZIO et al., 2017). Caso as
duas dosagens deem positivo, pois a triagem neonatal sozinha nédo
confirma nem exclui o diagnostico, € realizado o teste de suor por meio
da avaliacdo das concentragdes de sodio e cloreto no suor dos pacientes
(DI SANT'AGNESE et al., 1953; SMYTH et al., 2014; ATHANAZIO
et al., 2017). O método utilizado para a dosagem de cloretos no suor € a
iontoforese por pilocarpina (GIBSON e COOKE, 1959), que €
considerado o padrdo ouro para o diagnéstico de FC (COLLIE et al.,
2014). Além do teste do suor, o diagnostico é complementado por meio
das caracteristicas clinicas dos pacientes, tais como: insuficiéncia
pancredtica exocrina, as infeccBes respiratorias recorrentes, a
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bronquiectasia em ambos os pulmdes e a hipertripsinogenemia neonatal.
Podendo ainda ser realizada a identificacdo genética dos alelos mutantes
da FC (DE BOECK et al., 2006; FARRELL, 2008). No Brasil o
diagndstico da FC durante a infancia é significativo, sendo realizado por
meio de programas de triagem neonatal ou teste de suor (GBEFC,
2011).

Apos o diagnostico, a gravidade da doenca pode ser avaliada por
meio do escore de Shwachman e Kulczycki (escore S-K), o qual
considera a atividade geral do paciente, os exames fisicos, 0s aspectos
nutricionais e os achados radioldégico (SHWACHMAN e KULCZYCKI,
1958). A avaliagdo da funcdo pulmonar e a progressdo da FC pode ser
realizada por meio da espirometria, que permite a detecgdo precoce e a
prevencdo de alteragcBes pulmonares mais graves (KONSTAN et al.,
2007; LOEVE et al.,, 2011). A espirometria pode ser realizada em
criangas a partir de cinco anos de idade. Entre os pardmetros avaliados
pela espirometria estdo o volume expiratorio forcado no primeiro
segundo (VEF1) e a capacidade vital forcada (CVF) (KONSTAN et al.,
2007; ROSENTHAL, 2008). O VEF: é comumente usado como um
indicador de deterioracdo pulmonar, sendo que quanto menor for o
VEF1 maior sera o esfor¢o respiratorio devido a problemas nas trocas
gasosas. Além disso, o VEF: pode indicar o ndo controle da infeccdo e
da inflamacdo (GROSSMAN e GROSSMAN, 2005; ZIEGLER et al.,
2009). A CVF corresponde a quantidade total de ar expirado com o
esforco maximo apds uma inspiracdo méxima (JAT, 2013).

As manifestacfes da FC podem aparecer no periodo neonatal ou
mais tardiamente, sendo que alguns pacientes permanecem
assintomaticos por varios anos (HAACK et al., 2013). O diagndstico da
FC, atualmente, pode ser realizado utilizando-se testes para a
identificacdo de dois alelos mutantes da FC. Os testes comerciais
identificam os 86 alelos em 93% dos casos (DAVIS, 2006). Contudo, ja
foram relatados mais de 1.900 alelos, ou seja, podem ndo ser
identificadas mutacbes raras (DATABASE, 2013; LYNCH e BRUCE,
2013). Além disso, as consequéncias funcionais das mutacbes e a
gravidade da doenca foram definidas para um nudmero relativamente
pequeno de gendtipos da CFTR (LYNCH e BRUCE, 2013).

A auséncia ou a disfuncdo da CFTR afeta a producéo de muco, as
organelas intracelulares, os granulos de secre¢do e consequentemente 0S
orgdos, como por exemplo os do trato respiratério e do trato
gastrointestinal (HAACK et al., 2013). As mutagbes podem ser
divididas em seis classes (GELFOND e BOROWITZ, 2013) conforme
listadas no quadro a baixo (Quadro 1).
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Dentre as mutacdes do gene CFTR a com maior incidéncia € a
Phe508del (AF508) (GELFOND e BOROWITZ, 2013). Cerca de 90%
da populagdo com FC apresenta a mutagdo Phe508del, e destes 50% sé&o
homozigotos e 40% heterozigotos (THURSFIELD e DAVIES, 2012;
ROWE e VERKMAN, 2013). No Brasil, 26% dos fibrocisticos sdo
homozigotos para a mutacdo Phe508del e 42% séo heterozigotos para a
mesma mutacdo, sendo a incidéncia de 68% (GBEFC, 2011).

Quadro 1 - Classificacdo das mutacdes do gene do Canal Regulador de
Condutancia Transmembrana de Fibrose Cistica (CFTR).

Classe Mutacao Consequencias

Fendtipo grave da fibrose cistica
Trpl282X A CFTR nao é sintetizada devido
(W1282X) a presenca de codons de parada

| G542X ou defeitos de “splicing”.

R553X
3950delT
Phe508del (AF508) | A CFTR ¢€ sintetizada, mas em
N1303K uma forma imatura (parcialmente

glicosilada e deformada, néo
I sendo liberada do reticulo
endoplasmatico), e é
principalmente degradada pela via
ubiquitina-proteossoma.

Gly551Asp A CFTR atinge a membrana da

1l (G551D) célula, mas nédo responde a sinais
intracelulares.

GIn1412X A CFTR instavel e sua meia vida

Vi (Q1412X) estd diminuida na surperficie

1811+1.6 kb ASG celular.
Fendtipo leve da fibrose cistica
Argl17His (R117H) | A CFTR atinge a superficie da

R334W célula, mas com conformagdo
v G314E anormal do poro resultando em
R347P ma condutividade de fons cloreto.
D1152H
v 3849+10 kb C>T Quantidade diminuida de proteina
3272-26 A>G CFTR funcional.

Fonte: Adaptado de (LUBAMBA et al., 2012) e (THURSFIELD e DAVIES,
2012)
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A mutacdo Phe508del é o resultado de uma delegdo de trés pares
de bases de um residuo do aminoéacido fenilalanina na posicdo 508 da
proteina CFTR (GELFOND e BOROWITZ, 2013), como consequéncia
a proteina é degradada pelo sistema lisossomal. Entretanto as proteinas
ndo degradadas chegam até a superficie celular, exercendo sua atividade
funcional (THURSFIELD e DAVIES, 2012). Os pacientes com FC
homozigotos para esta mutacdo apresentam a forma mais grave da
doenca (LYNCH e BRUCE, 2013).

Estudos tem mostrado a relacdo entre o genotipo e o fendtipo
desses pacientes. Pacientes com as mutacdes da classe I, I, 111 e VI
(mutacdes “graves”) apresentam insuficiéncia pancredtica e maior risco
para desenvolvimento de doenca pulmonar, contudo aqueles com
mutagdes da classe [V e V (mutagdes “leves™) geralmente apresentam
suficiéncia pancreatica e doenca pulmonar menos severa (DAVIS, 2006;
GELFOND e BOROWITZ, 2013).

A presenca de doenga pulmonar esta relacionada com o tipo de
mutacdo, devido a presenga de alteracBes genéticas adicionais como
polimorfismo em genes que codificam mediadores inflamatdrios, os
quais podem influenciar na expressdo de determinados genes e
consequentemente o fenétipo da FC (BUSCHER e GRASEMANN,
2006; VANSCOY et al., 2007; CORVOL et al., 2008).

O comprometimento no transporte de ions de cloro, devido a
mutacdo no gene CFTR, promove alteracbes das condicdes fisioldgicas
na superficie epitelial, gerando um ambiente ideal para a colonizagéo de
bacterias nas vias aéreas e consequente declineo da fungéo pulmonar
(LYNCH e BRUCE, 2013). O defeito ou até mesmo a auséncia da
proteina CFTR, acarreta uma diminuicdo na secrecéo de cloreto de sédio
e um aumento na absorcdo de agua na superficie epitelial. A diminui¢do
do liquido superficial nas vias aéreas, pode ocasionar uma alteracdo
ciliar e comprometimento do transporte mucociliar (LYNCH e BRUCE,
2013). Como consequéncia, ha desidratacdo do muco da superficie da
mucosa das vias aéreas que associada a colonizacdo por
microrganismos, pode contribuir para o declineo progressivo da fungdo
pulmonar desses pacientes (LYNCH e BRUCE, 2013).

Estudos com o intuito de caracterizar a microbiota das vias
respiratorias de pacientes com FC tem indicado a presenca de diversos
filotipos bacterianos neste meio (LYNCH e BRUCE, 2013). Os
principais patogenos relacionados com infec¢bes pulmonares em
pacientes com FC sdo: Haemophilus influenzae (H. influenzae),
Staphylococcus aureus (S. aureus), Stenotrophomonas maltophilia (S.
Maltophilia), Burkholderia cepacia (B. cepacia) e P. aeruginosa
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estando essa fortemente associada com uma maior resposta inflamatoria
(GOVAN e DERETIC, 1996; HUTCHISON e GOVAN, 1999). Além
desses patdgenos, cinco outros (Mycoplasma salivarium, Ralstonia
taiwanensis, Rothia mucilaginosa, Vincentii treponema, e Veillonella
atypical) foram identificados e estes contribuem para a evolucdo da
doenca pulmonar, nesta populagdo (ROGERS et al., 2004; LYNCH e
BRUCE, 2013).

A alteracdo na colonizacdo da microbiota nas vias aéreas com o
passar do tempo tem sido associada com o declinio da funcdo pulmonar.
Um estudo mostrou correlagdo negativa significativa entre a idade do
paciente e a funcdo pulmonar, ou seja, pacientes com FC mais velhos,
em comparagao aos mais jovens, apresentam maior comprometimento
das vias respiratorias (COX et al., 2010). Neste mesmo estudo foi
mostrado que pacientes mais velhos apresentavam patogenos da familia
Pseudomonadaceae, a qual apresentou correlagdo positiva com a idade
do paciente, enquanto que o H. influenzae apresentou correlagéo
negativa com aidade dos pacientes com FC (COX et al., 2010). Deuma
forma geral, no inicio da vida, as vias aéreas sdo colonizadas
principalmente por S. aureus e H. influenzae. Eventualmente passam a
ser colonizados por P. aeruginosa, que depois de um certo tempo pode
desenvolver um fendtipo mucoide nas vias aéreas, que resulta na
formacdo de uma camada de aprisionamento de microrganismos no
pulm@o e que pode acelerar o declinio da funcdo pulmonar (BALS et al.,
2001; TARRAN et al., 2001). A B. cepacia é uma bactéria resistente aos
antibidticos e, se nao tratado em pouco tempo pode levar a morte
(LEWIN et al., 1990).

Com a descoberta de que a colonizacdo dava-se entre pacientes
infectados e ndo infectados deu-se inicio a separacdo dos mesmos por
tipo de colonizagdo (LIPUMA et al., 1990; DAVIS, 2006). Além disso,
em relacdo a diversidade bacteriana, observou-se que pacientes
pedidtricos com um bom estado pulmonar apresentam uma maior
diversidade em relagdo aos pacientes mais velhos com doenca pulmonar
em fase terminal. Sendo esta menor diversidade bacteriana atribuida a
maior exposicdo aos tratamentos com antibidticos (ZHAO et al., 2012;
LYNCH e BRUCE, 2013).

A doenca pulmonar é considerada a principal causa de morbidade
e mortalidade entre os pacientes com FC. Devido a isso ha decadas
estudos tem sido realizados com o intuito de entender os mecanismos da
doenga para entdo poder desenvolver terapias (DI e ANDERSEN,
1946). Os avangos nos estudos patoldgicos permitiram concluir que ao
nascer 0 pulméo dos pacientes com FC é relativamente normal, exceto
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pelo fato de que as glandulas exocrinas ja apresentam muco
(STURGESS e IMRIE, 1982). As infeccbes bacterianas na FC
geralmente se desenvolvem no inicio da vida e com o avanco da idade a
colonizacdo das vias aéreas permanece, mesmo havendo tratamento
precoce da doenca com antibiéticos (DAVIS, 2006). Ocasionalmente, a
infeccdo bacteriana promove a inflamagdo cronica e consequente
aumento da obstrucdo das vias aéreas e isuficiéncia respiratoria,
caracterizando a doenga pulmonar progressiva (ELIZUR et al., 2008).
Com a progressao da doenga, a inflamacdo das vias aéreas € associada a
resposta inflamatoria sistémica (ELIZUR et al., 2008).

Além das alteragdes fisiologicas da mucosa do sistema
respiratorio, as mutagcbes no gene CFTR também podem causar
alteracBes no trato gastrointestinal, em todo o processo de digestdo e
absorcdo, resultando em méa absorcdo de nutrientes e desnutri¢do. Entre
as manifestacbes da FC no trato gastrointestinal estdo: refluxo
gastroesofagico; acUmulo de muco; obstrucdo intestinal distal;
inflamacdo; supercrescimento bacteriano no intestino delgado (SBID);
tempo lento de tréansito no trato gastrointestinal e doenca inflamatdria
intestinal (LYNCH et al., 2013).

A proteina CFTR é encontrada ao longo de todo o epitélio do
trato gastrointestinal e do sistema pancredtico (GELFOND e
BOROWITZ, 2013). O defeito desta proteina tem como consequéncia
priméaria a secreco de muco intestinal viscoso e espesso, devido a
desidratacdo, acidificacdo do meio e alteracdo da glicosilacdo das
mucinas (NORKINA et al.,, 2004; DE LISLE, 2007). E como
consequéncia secundaria dessas alteracdes pode haver uma dishiose que
pode ser definida como uma alteragéo no equilibrio e/ou composicéo da
flora intestinal e consequente resposta inflamatéria (LEE et al., 2012).

A microbiota intestinal quando normal estd relacionada com o
fornecimento de nutrientes para o hospedeiro, armazenamento de
gordura, fermentacdo de componentes dietéticos ndo digeriveis,
desenvolvimento do sistema imunitéario, angiogénese e com a resisténcia
a colonizacdo por patégenos (STAPPENBECK et al., 2002; GUARNER
e MALAGELADA, 2003; HOOPER et al., 2003; KEILBAUGH et al.,
2005; SEKIROV et al., 2010). A dishiose na FC pode ocorrer devido a
presenca de novos patdgenos, alteracbes alimentares e alteracbes no
ambiente e/ou estresse fisico e psicologico, podem desencadear o
crescimento excessivo de patdgenos oportunistas e contribuir para o
desenvolvimento de doencas (EDLUND et al., 2000; HAWRELAK e
MYERS, 2004; DETHLEFSEN et al., 2008; ROGERS et al., 2010).
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O mecanismo subjacente ao processo inflamatdrio intestinal ainda
ndo estd bem esclarecido, contudo ha evidéncias, descobertas a partir de
modelo animal, que comprovam a ocorrencia de disbiose e a sua relacéo
com a inflamagdo (DE LISLE, 2007). Estudos em modelos de FC em
animais mostraram que 0S Mesmos apresentavam uma carga bacteriana
40 vezes maior no intestino e dismotilidade caracterizando disbiose (DE
LISLE, 2007). Além disso, a expressdo de genes relacionados a
inflamacdo diminuiu quando os ratos foram tratados com antibidticos
(NORKINA et al., 2004). As alteracBes na microbiota intestinal também
podem ser devido a resseccdo intestinal realizada em tratamento do ileo
meconial e/ou exposicdo frequente a antibiticos para tratamento das
infec¢des pulmonares recorrentes (LEE et al., 2012).

Como colocado anteriormente, as mutages no gene CFTR
podem alterar a microbiota intestinal, sendo que a mesma também difere
com relagdo a faixa etéria (COX et al., 2010). A programagao
microbioldgica tem inicio ainda no Utero e progride gradualmente
durante o parto e a infancia, sendo ainda influenciada pelo tipo de parto,
alimentacdo, exposicdo a antibidticos no periodo perinatal e contato
fisico materno (RAUTAVA et al., 2012; BERRINGTON et al., 2013).
A partir do nascimento ha um aumento da diversidade da microbiota
intestinal, pelo qual criancas com a idade entre um e trés anos ja
apresentam um padrdo semelhante ao do adulto. Contudo, a presenca de
infeccdo resulta em uma menor diversidade da microbiota (PALMER et
al., 2007; YATSUNENKO et al., 2012).

O leite materno além de estar associado com a promogdo de
salde fornece quantidades sifnificativas de Bifidobacterium e
Lactobacillus (THOMAS et al., 2011; YOUN et al., 2012). A ingestdo
de alimentos solidos também vai influenciar o microbioma de forma
positiva, ou ndo, dependendo do tipo de alimento (BRUZZESE et al.,
2007). Na Figura 1 estéo representados os 8 géneros mais abundantes da
microbiota intestinal de criangas com FC.

Dentre as manifestacdes mais comuns na FC destaca-se a
ocorréncia de ileo meconial que é uma obstrucédo intestinal, comum em
pacientes com mutagdes graves como a Phe508del e tem inicio ja na
infancia (WALKOWIAK et al.,, 2005; CARLYLE et al., 2012).
Pacientes homozigotos para a mutacdo Phe508del apresentam 24,9% de
chance de ter ileo meconial, sendo que os heterozigotos para esta
mutagdo possuem apenas 16,9% de chance. O ileo meconial é o
primeiro sinal de insuficiéncia pancreatica (BLACKMAN et al., 2006).

A provéavel causa para a ocorréncia de ileo meconial pode ser a
secrecdo deficiente de bicarbonatos (HCOz’), o que resulta em um
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ambiente luminal mais &cido e desidratado do que o normal
(QUINTON, 2010). A formacdo de muco compreende a secrecdo de
mucinas por exocitose no limen intestinal com a formacdo de uma
matriz firme em torno dos fons de calcio (Ca?*). E por meio da quelagéo
dos fons de Ca?*, o HCOs™ ajuda a expandir essas mucinas a partir de
uma matriz solta e bem hidratada (CARLYLE et al., 2012). Contudo,
em casos de ileo meconial 0 muco apresenta-se desidratado e compacto
(CHEN et al., 2010).

Figura 1- Distribuicdo dos géneros mais abundantes da microbiota
intestinal de criancas com fibrose cistica.
Veillonel, la Bzf dobacterium

10% 12%
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Fonte: Adaptado de MADAN et al. (2012).
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A sindrome da obstrucdo intestinal distal (SOID), comum em
pacientes com insuficiéncia pancreatica, é similar ao ileo meconial,
contudo a principal diferenca entre elas estd na idade do paciente. Na
SOID ocorre uma compactacdo de residuos fecais no ileo terminal,
sendo a principal causa a desidratacdo. Outros mecanismos como a
dismotilidade intestinal, a hipertrofia do tecido, a inflamacéo da mucosa,
a ma absorcdo de gordura, a utilizagdo de medicamentos que interferem
na motilidade intestinal, o defeito no transporte de ions de cloro e a
secrecdo de 4gua no limen também estdo relacionadas com a ocorréncia
de SOID (HAACK et al., 2013). A SOID pode ocorrer tanto de forma
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aguda como croénica, sendo os principais sinais e sintomas a dor,
constipacdo, distensdo abdominal, vémitos e anorexia (LITTLEWOOD
et al.,, 2006; COLOMBO et al.,, 2011; HAACK et al., 2013). A
ocorréncia de dor intermitente e a distensdo abdominal podem ser
atribuidas a um colapso parcial e acimulo de material fecal sobre uma
massa mucoide fortemente aderente (COLOMBO et al., 2011).

A doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE) é observada em
cerca de 30% dos adultos com FC, sendo os principais sintomas a azia, a
disfagia e a dispepsia (SABATI et al., 2010). O mecanismo que causa a
DRGE na FC é igual para os individuos sem diagndstico de FC.
Contudo a maior incidéncia que é observada nos fibrocisticos pode ser
consequéncia das doencas respiratorias subjacentes. A DRGE consiste
no relaxamento transitério do esfincter esofagico inferior (RTEEI),
resultando em refluxo do conteido géstrico para o esdfago e tendo como
sintomas clinicos dor e desconforto (GELFOND e BOROWITZ, 2013).

O supercrescimento bacteriano no intestino delgado (SBID)
ocorre em cerda de 30 a 55% dos pacientes com FC. A presenca de
secrecOes espessas, 0S usos cronicos de azitromicina e de agentes de
supressdo de acido podem causar estase intestinal o que facilitaria o seu
desenvolvimento (FRIDGE et al., 2007). Os principais sintomas
observados no SBID sdo diarreia, dor e distensdo abdominal
(LISOWSKA et al., 2009). Tem sido observado nesses pacientes que o
trénsito do intestino delgado € praticamente o dobro do que em pessoas
sem FC. Como conseqgiiéncia da SBID ha um excessivo crescimento
bacteriano no intestino delgado, o qual é responsavel pela producéo de
metabdlitos tdxicos, que por sua vez podem causar dano aos enterécitos,
mé absorcdo de nutrientes e desnutricdo (FRIDGE et al., 2007). Estudo
em modelos animais com FC, realizado com o intuito de classificar as
bactérias intraluminais, mostrou que h& uma diminuicdo da diversidade
de espécies de microrganismos no intestino destes animais. Dos
microrganismos identificados  95% pertenciam a familia
Enterobacteriaceae e 6% era Clostridium (C.) perfringens (NORKINA
et al., 2004; DE LISLE, 2007).

O uso de antibidticos como a tobramicina e a eritromicina é outro
fator que pode influenciar na microbiota do trato gastrointestinal
(RATJEN, 2001). A ingestdo de antibidticos pode resultar em grandes
perdas de “membros” do microbioma que mesmo apés o termino do
tratamento demora ou ndo se restabelece mais (DETHLEFSEN et al.,
2008; RAFII et al., 2008). Normalmente o balango ecoldgico é
restaurado em poucas semanas apds a ingestdo de antibidtico, contudo
ha evidéncias de que as perturbacdes associadas aos antibidticos podem
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persistir por um longo periodo apds o tratamento. Assim, a exposicao
prolongada a antibiéticos, pode resultar no crescimento excessivo de
bactérias resistentes a antibioticos (IAPICHINO et al., 2008; RAFII et
al., 2008; PREIDIS e VERSALOVIC, 2009). Em pacientes com FC, as
infeccdes com patégenos como o C. difficile podem causar diarreia
severa e/ou colite pseudomembranosa (SCHMITT-GROHE et al., 2002;
HUSSAIN et al., 2004).

A relevancia clinica da perda de microrganismos ainda nao esta
bem estabelecida. Contudo sabe-se que a microbiota do trato
gastrointestinal estd relacionada com fungBes metabdlicas importantes
como a regulacdo da resposta imune do hospedeiro. O uso frequente de
antibiéticos pode acarretar em um efeito cumulativo negativo sobre o
metabolismo e sistema imune nesta populagdo (PENDERS et al., 2006;
LYNCH etal., 2013).

O péancreas é outro 6rgdo afetado devido ao defeito ou auséncia
da proteina CFTR, sendo que 85% a 90% dos pacientes com FC
apresentam insuficiéncia pancreética. Sendo mais comum naqueles com
mutagBes graves, e destes a maior parte apresenta 0s sinais e sintomas
desde o nascimento (PARK e GRAND, 1981; CIPOLLI et al., 2007;
HAACK et al., 2013). A porcéo exécrina do pancreas esta relacionada
com a producdo de enzimas para a digestdo dos alimentos que ocorrera
no intestino (HAACK et al., 2013). Ou seja, a insuficiéncia pancreética
¢ caracterizada por diarreia cronica e ma digestao dos alimentos (REIS e
DAMACENO, 1998). A mé digestdo se deve a obstrucéo do canaliculo
do péncreas pela presenca de muco, 0 que impede a passagem das
enzimas responsaveis pela digestdo de proteinas, carboidratos e gordura
para o duodeno (REIS e DAMACENO, 1998). Além disso, pode haver
uma diminuigdo da eficacia das enzimas pancredticas e uma precipitacdo
dos sais biliares devido a diminuicdo na secrecdo de bicarbonato de
sédio, provocando uma acidificacdo do meio e consequente méa absorgéo
(REIS e DAMACENO, 1998). Este efeito tem sido relacionado com a
mé absorc¢do e a presenca de inflamacéo intestinal (LEE et al., 2012).

A digestdo e absorcdo inadequadas juntamente com o aumento
das necessidades energéticas, devido principalmente a anorexia e as
doencas respiratdrias recorrentes, sdo as principais causas de desnutricdo
nestes pacientes (HAACK e NOVAES, 2013; PANAGOPOULOU et
al., 2014). Em criangas recém diagnosticadas ja se pode observar
problema de m4 absorcdo e consequentemente a deficiéncia de algumas
vitaminas lipossoliveis. Devido a isso, todas as criangas diagnosticadas
com FC passam a receber a suplementacdo das vitaminas A, D, E e K
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(FERANCHAK et al., 1999; BOROWITZ et al., 2002; DALCIN e
ABREU E SILVA, 2008).

A porcdo enddcrina do pancreas também apresenta alteracGes,
como a intolerancia a glicose devido a diminuicdo da secrecdo de
insulina. A presenca de diabetes em pacientes com FC pode resultar em
complicages microvasculares e macrovasculares associadas a
deterioracdo pulmonar acelerada, com consequente aumento da taxa de
mortalidade (BRENNAN et al., 2004).

Ha décadas foram estabelecidos trés pilares para o tratamento da
FC, sendo eles: a replecdo nutricional, o alivio da obstrucdo das vias
aéreas e a antibiéticoterapia.

O primeiro pilar (replecdo nutricional) consiste na suplementacgéo
com enzimas pancreaticas e na suplementagdo de vitaminas
lipossoluveis A, D, E e K, devido a insuficiéncia pancreética exécrina e
mé absor¢do de gordura. As enzimas suplementadas séo a protease, a
lipase e a amilase, sendo a dosagem recomendada inferior a 2.500
unidades de lipase/kg/refeicdo ou inferior a 4.000 unidades de
lipase/gramas de gordura por dosagem enzimética baseada no peso
diario (BOROWITZ et al., 2002; SINAASAPPEL et al., 2002). No caso
dos pacientes com mais de quatro anos a suplementacéo deve comegar
com 500 unidades de lipase/kg/refeicdo (BOROWITZ et al., 1995;
BOROWITZ et al., 2002). A suplementacdo de vitaminas lipossoliveis
segue 0 Consenso Americano de Fibrose Cistica, o qual se baseia na
normalizagdo das concentragbes séricas, devendo ser reavaliado apos
alguns meses de suplementacdo e/ou antes, da mudanca no tratamento
de reposicdo enziméatica (BOROWITZ et al., 2002; SINAASAPPEL et
al.,, 2002; KEREM et al., 2005). Os pacientes com FC também
apresentam aumento da demanda caldrica e anorexia devido a doenga
pulmonar, sendo que cerca de 20% das criangas e 40% dos adultos
apresentam baixo peso. Como forma de restabelecer o estado nutricional
alguns pacientes passam a completar a alimentacdo com suplemento
enteral, pois baixo peso é um indicador de mau prognostico (DAVIS,
2006).

O objetivo do segundo pilar (alivio da obstrucdo das vias aéreas)
¢ desobstruir as vias aéreas as quais se encontram obstruidas por muco e
pus. A drenagem postural e a percussdo sdo métodos eficazes que séo
utilizados em pacientes mais jovens com o objetivo de expelir o muco
(MURRAY, 1979). As vias aéreas dos pacientes com FC geralmente
também apresentam edema, hipertrofia do mdsculo liso e
broncoconstricdo. Os broncodilatadores (agonistas B-adrenérgicos e
teofilina) sdo administrados com o objetivo de relaxar o masculo liso
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das vias aéreas (KONSTAN et al., 1994). Nem todos os pacientes
respondem bem ao tratamento e alguns apresentam uma diminuicdo da
funcdo pulmonar como conseqiiéncia do dano na parede das vias aéreas
(DAVIS, 2006).

O terceiro pilar é baseado no tratamento de infecgbes das vias
aéreas principalmente com antibidticos. Os beneficios da terapia
supressiva vém sendo observada com relagdo ao uso da tobramicina por
aerossol, que apos ser usada durante seis meses pode levar a melhora da
funcdo pulmonar e menor ndmero de exacerbagdes pulmonares
(DAVIS, 2006). Além disso, a terapia com azitromicina oral continua
também tem mostrado bons resultados em pacientes mais velhos
infectados com Pseudomonas. Entretanto ndo se sabe ao certo se isso se
deve a atividade antimicrobiana da azitromicina ou as suas propriedades
antiinflamatérias (ROSENFELD et al., 2003). A duragdo deste tipo de
tratamento ainda ndo esta bem estabelecida, contudo tem se preconizado
a terapia supressiva na infancia, antes do estabelecimento da infeccéo
crdnica, com o intuito de beneficiar os pacientes por meio do atraso da
colonizagdo (ROSENFELD et al., 2003).

Um quarto pilar foi posteriormente estabelecido visando a
supressdo da inflamacédo. A principio acreditava-se que a inflamacéo era
uma resposta a infeccdo, contudo foi observado que pacientes com FC
ndo contaminados apresentavam concentragbes muito baixas de
imunoglobulina G (1gG). Além disso foi observado que criangas com
FC apresentavam maior nidmero de neutréfilos e maiores concentracoes
de IL-8 no lavado broncoalveolar em relagdo as criangas sem FC
(MATTHEWS et al., 1980; NOAH et al., 1997; MUHLEBACH et al.,
1999). O uso de esterodides em dias alternados ou de doses elevadas de
ibuprofeno estdo relacionados com a diminuicdo na taxa de declinio
pulmonar em pacientes com FC (EIGEN et al., 1995). Entretanto 0 uso
de esterdides tem sido associado ao retardo do crescimento, a ocorréncia
de cataratas e diabetes. Enquanto que o ibuprofeno tem sido relacionado
ao aumento da incidéncia de hemorragia gastrointestinal
(ROSENSTEIN e EIGEN, 1991; OERMANN et al., 1999).

De uma forma geral a terapia para a FC inclui a manuten¢do do
estado nutricional por meio da suplementacdo com enzimas, vitaminas e
minerais e a recomendacdo de uma dieta hipercaldrica e hiperproteica.
Além de cuidados com a presenca de infecgBes do trato pulmonar, a
utilizacgdo de medicamentos, principalmente antibidticos e o
monitoramento  das alteragbes gastrointestinais, pancredticas e
hepatobiliares (ROSA et al., 2008; FLUME e VAN DEVANTER,
2012).
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O diagndstico precoce da FC, o monitoramento e o tratamento
das complicagdes do trato respirat6rio e gastrointestinal juntamente com
a manutencdo do estado nutricional o qual esta diretamente ligado com a
funcdo pulmonar, podem melhorar a taxa de sobrevida e a qualidade de
vida dos pacientes (O'DONNELL et al., 2009).

2.2 RESPOSTA INFLAMATORIA NA FIBROSE CISTICA E SUA
RELACAO COM O ESTADO NUTRICIONAL

A inflama¢do é um mecanismo de defesa que tem como funcéo
proteger o organismo contra infecgdes e insultos. De uma forma geral
esse mecanismo é responsavel pela identificacdo do corpo estranho (fase
aferente), morte do patogeno (fase eferente), pela reparacao dos tecidos
e auxilio na restauracdo da homeostase em locais infectados ou
danificados. Quando a inflamagdo ocorre de forma excessiva pode
lesionar os tecidos e em situacfes mais graves pode causar alteracoes
fisioldgicas como descompensacdo e disfuncdo organica, assim como
pode levar & morte. Os sinais e 0s sintomas caracteristicos sdo
vermelhidao, edema, rubor, dor e perda da funcdo, além de envolver a
interacdo entre os varios tipos de células e a producdo e a resposta a
mediadores quimicos (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004;
CALDER etal., 2009).

O organismo, normalmente, € tolerante a microrganismos e
outros componentes ambientais que ndo representam uma ameaca,
sendo esta resposta limitada e controlada. Para que ndo haja danos ao
organismo, a resposta inflamatdria é bem regulada e auto-limitada. Esta
resposta envolve a ativacdo de mecanismos de feedback negativos
caracterizados pela secrecdo de citocinas anti-inflamatorias, pela
inibicdo da cascata de sinalizagdo pro-inflamatéria, pela perda de
receptores para mediadores inflamatdrios e pela ativagdo das células
regulatérias. A inflamagdo esta relacionada com a perda da tolerancia
e/ou da regulacdo dos processos que quando ocorre pode causar danos
irreparaveis aos tecidos (CALDER et al., 2009). A inflamac&o pode ser
dividida em aguda e crénica (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY,
2004).

A inflamacdo aguda normalmente é de curta duracdo, podendo
durar de horas a dias, sendo caracterizada por vasodilatacdo, exsudacdo
do plasma e migracdo celular principalmente de neutrofilos para o local
da lesdo e em alguns casos pode levar a ativacdo da cascata de
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coagulagdo (CARRAWAY et al., 2003; SHERWOOD e TOLIVER-
KINSKY, 2004).

A inflamac&o crdnica ocorre quando o sistema imunolégico nao é
capaz de resolver o processo inflamatério consequente de uma infecgédo
ou de outro insulto. E caracterizado por apresentar longa duragdo,
podendo essa ser de meses a anos, ocorrendo destruicdo e reparagdo
tecidual simultaneamente (DAVIES et al., 2003; LIEW, 2003). Durante
0 processo inflamatério as células do sistema imunitario migram, por
meio do sistema circulatério, para os tecidos. Para isso necessitam
ultrapassar as barreiras endoteliais e epiteliais. Ao ultrapassarem a
barreira, outras proteinas e componentes sanguineos também podem
passar. Além disso, o recrutamento continuo de células inflamatorias
pode resultar em necrose e liberagdo de enzimas proteoliticas no tecido,
resultando em dano e formagdo de cicatriz (MACHEN, 2006;
HERALD, 2010).

A inflamacdo é também mediada pelo sistema imunitario que
pode ser dividido em dois subsistemas que interagem, sendo eles a
imunidade inata, a qual é caracterizada por uma resposta rapida,
primitiva e inespecifica, e a imunidade adaptativa a qual envolve
resposta especifica de antigenos de defesa e de longa duracdo (GARCIA
et al., 1999; JANEWAY e MEDZHITOV, 2002; CALDER etal., 2009).

O sistema imunitério inato é responsavel pela resposta inicial
guando ocorre uma invasao do tecido, sendo que os componentes
celulares primérios sdo os macréfagos, as células dendriticas, o0s
neutrofilos e as células assassinas (natural killer - NK). A magnitude da
resposta inata é determinada pela atividade das citocinas e dos
mediadores. As citocinas sdo definidas como polipeptideos produzidos
por células do sistema imunoldgico em resposta a infeccdo ou leséo
tecidual (LIEW, 2003). A sintese de citocinas é auto-limitante, apesar de
algumas citocinas permanecerem na circulagdo por um longo periodo de
tempo e, além disso, sdo pleiotropicas por apresentarem inGmeras
funcbes e redundantes pois mais de uma citocina apresenta a mesma
funcdo (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). Devido a isso, 0
bloqueio da atividade de uma citocina tem efeito limitado sobre a
resposta inflamatdria (PARRILLO et al., 1990).

As principais células responsaveis pela secrecdo de citocinas sdo
0s macréfagos, contudo as células dendriticas também séo reconhecidas
como células efetoras no reconhecimento microbiano e producdo de
citocinas, devido a sua capacidade de responder a produtos microbianos
por meio de receptores de reconhecimento padrdo, presentes em sua
superficie (GRANUCCI, FEAU, ANGELLI, et al., 2003; GRANUCCI,
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FEAU, ZANONI, et al., 2003; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY,
2004).

Os receptores semelhantes a Toll (Toll-like receptor — TLR) séo
proteinas presentes na superficie celular que se ligam a outras moléculas
formando receptores complexos e relativamente especificos para certos
ligantes, como por exemplo para os lipopolissacarideos das bactérias
gram-negativas, lipoproteinas das bactérias gram-positivas e DNA
bacteriano, ou seja estdo relacionadas com o reconhecimento de
patégenos (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). A ligacdo ao
complexo TLR d& inicio ao recrutamento de proteinas de sinalizacdo
citoplasmaticas como a proteina Fator 88 de Diferenciacdo Mieloide
(MyD88) e a IL-1 associada ao receptor quinase (IRAK). A
autofosforilacdo e a dissociacdo da IRAK do MyD88 ocorre devido ao
recrutamento da IRAK. Quando fosforilada a IRAK induz a ativacdo do
fator-6 associado ao receptor do fator de necrose tumoral (TRAF-6), que
em sequida ativa a quinase inibidora do fator nuclear kB (IKkB),
resultando na degradacdo da proteina inibitéria IKkB e na liberacdo
citoplasmaética do NF-kB. Em sequida o NF-kB é transportado para o
nucleo para se ligar as regides promotoras de genes, as quais codificam
mediadores proé-inflamatorios como o TNF-a, IL-1 beta, IL-6 e 6xido
nitrico-sintase induzida (iNOS). A ativacdo do TRAF-6 também resulta
na inducdo da proteina quinase ativada por mitdgeno (MAP) com a
ativagdo final da proteina de ativacdo-1 (AP-1) dos fatores de
transcricdo. A NF-kB, assim como a AP-1, ligam-se & regido promotora
dos genes que codificam os mediadores pro-inflamatérios e promovem a
producdo dos mesmos (GUHA e MACKMAN, 2001; WARD e
LENTSCH, 2002; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004; DOLL
et al., 2014).

O mediador pro-inflamatério TNF-a ¢ liberado pelos macrofagos
logo ap6s ocorrer a lesdo, iniciando uma resposta imunoldgica que ativa
0s mecanismos de defesa anti-microbioma, que apds a erradicacéo da
infeccdo inicia a reparacdo do tecido. O TNF-o tem a capacidade de
ativar neutrofilos e fagécitos mononucleares (DINARELLO, 2000;
SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). Contudo, a liberacdo
sistémica de TNF-a pode dar inicio a uma cascata destrutiva a qual pode
resultar em lesdo tecidual, disfuncdo nos érgaos e consequentemente a
morte. Alguns dos efeitos sistémicos do TNF-a sdo: indu¢do de febre;
hipoglicemia; catabolismo; estimulacdo da secrecdo de proteina de fase
aguda no figado; ativacdo da cascata de coagulacdo; supressdo do
miocérdio; inducéo da vasodilatagdo sistémica resultando em hipotenséo
(SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004; DOLL et al., 2014).
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A familia das proteinas IL-1 inclui a IL-18, mas tem funcdes
diferentes. A IL-1 apresenta funcbes semelhantes a0 TNF-a, contudo
ndo induz injuria ou morte celular, mas potencializa os efeitos do TNF-
o. Enquanto que a IL-18 atua em conjunto com a IL-12 na estimulagdo
de células NK e células T auxiliares (T helper -Th) para produzir
interferon-gama (IFN-y) (PRUITT et al., 1995; SHERWOOD e
TOLIVER-KINSKY, 2004).

A IL-8 é produzida por macréfagos e atua como um potente
quimioatrativo no recrutamento de neutrofilos para o local da
inflamacdo. Atua na mediacdo da lesdo tecidual causada por traumas e
gueimaduras especialmente no pulméo (LUSTER, 1998; SHERWOOD
e TOLIVER-KINSKY, 2004).

A citocina IFN-y esta envolvida na amplificacdo da resposta
inflamatoria, estando principalmente relacionada com a estimulacéo da
secregdo de citocinas, fagocitose e a produgdo de oxidantes por
macrdfagos. O IFN-y em conjunto com a IL-12 atua na amplificacéo
tanto da resposta imunoldgica inata quanto da adaptativa, onde a I1L-12
estimula as células NK a produzirem IFN-y que por sua vez,
potencializa a atividade dos macroéfagos inclusive a producdo de mais
IL-12, ou seja, a producdo de IL-12 e IFN-y resulta em um feedback
positivo que potencializa a resposta inflamatéria (VARMA et al., 2002;
SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).

A 1L-10 é uma citocina antiinflamatéria com a capacidade de
bloquear a producdo de citocinas pro-inflamatdrias e a secrecdo de
quimiocinas além de inibir a apresentacdo de antigenos pelos
macrofagos e a atividade das células dendriticas atuando como um
importante regulador da resposta inflamatéria (OOBOSHI et al., 2005).
A citocina inibe a producdo da IL-12 por macrdfagos ativados e células
dendriticas, e consequentemente atuam na supressdo da producdo de
IFN-y pelas células NK e células T ativadas (OBERHOLZER et al.,
2002; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004; DOLL etal., 2014).

A resposta imunitaria inata também atua na ativacdo e na
amplificacdo da imunidade adquirida, sendo este efeito mediado pela IL-
12 que ativa as células T e estimula a diferenciacdo das células T
virgens (naive) no fendtipo Thl (O'SULLIVAN et al.,, 1995;
SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). A resposta imunitaria é
principalmente induzida por meio da apresentacdo de antigenos
estranhos as células TCD4* e TCD8*. A ativagio das células CD4*
estimula a producgéo de citocinas e amplifica a resposta imunitéria inata
e adquirida. A principal citocina produzida pelas células Thl é o IFN-y,
0 qual por meio da ativacdo dos macréfagos e estimulagdo da funcéo
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citolitica de células TCD8* amplifica a resposta pré-inflamatéria.
Macrofagos e células dendriticas induzem a resposta Th1l por meio da
producdo de IL-12. A funcdo priméria das células Thl é a promocéo da
imunidade antimicrobial por meio da mediacdo da fagocitose (WOLK et
al., 2000; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).

A diferenciacdo das células Th2 é induzida pela IL-4, cuja
producdo é estimulada por helmintos e alérgenos. As células Th2
diferenciadas produzem IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Em conjunto a IL-4,
IL-10 e a IL-13 estimulam a supressdo dos macréfagos assim como, a
producdo dos anticorpos lgG: e imunoglobulina E (IgE), os quais
intermediam tanto as reagdes alérgicas, como a resposta imunitaria anti-
parasitaria, enquanto que a IL-5 induz a ativacdo de eosindfilos.
Portanto, a principal funcdo das células Th2 é a defesa do hospedeiro
contra infecgdes por helmintos, além do papel patolégico na facilitagdo
da asma e reagBes alérgicas (ROBINSON, 2000; SHERWOOD e
TOLIVER-KINSKY, 2004).

As células Th3 e as células T reguladoras (Trl) sdo um subgrupo
de células. A célula Th3 além de produzir o fator de transformacéo do
crescimento beta (transforming growth factor beta - TGF-B) também
desempenha um importante papel no desenvolvimento da tolerancia
imunitaria, principalmente apds a exposicdo a antigenos por meio do
trato gastrointestinal. A célula Trl produz TGF-p e IL-10. O TGF-B tem
a capacidade de suprimir a funcdo das células Thl e Th2, macréfagos,
células NK e células B, além de estimular o aumento da infiltragcdo de
leucécitos. Em conjunto com outras citocinas 0 TGF-B estimula a
diferenciagdo de células Thl7 (WEINER, 2001; SHERWOOD e
TOLIVER-KINSKY, 2004; LAFYATIS, 2014). O TGF-B atua na
regulacdo da fibrose e da inflamacdo (LAFYATIS, 2014).

As células Thl7, subpopulacdo das células T CD4+, sdo capazes
de desencadear uma resposta inflamatéria aguda contra bactérias
extracelulares e fungos, por meio do recrutamento de neutréfilos. Além
disso, podem ser relacionadas ao desenvolvimento de doencas auto-
imunes (MIOSSEC e KOLLS, 2012; SHABGAH et al., 2014). Entre as
citocinas secretadas pela célula Th17 estaa IL-17A, que é uma citocina
pro-inflamatdria relacionada com o recrutamento, a ativacdo e migracdo
de neutréfilos (FUIIMURA et al., 2013; SHABGAH et al., 2014). A
IL-17A induz a molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1) para o
recrutamento de granuldcitos, IL-1 e TNF em macro6fagos iINOS, e ciclo-
oxigenase-2 em condrécitos (DE JONG et al., 2010). A IL-17A também
pode ser secretada por células tanto da resposta inata quanto da
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adaptativa como as células T CD8+, células NK, mondcitos,
macrdfagos, células dendriticas e neutrofilos (YAMADA, 2010).

Na FC a inflamagéo ocorre precocemente e de forma intensa. Na
doenga pulmonar, que é caracterizada por um ciclo de auto-perpetuacéo
da obstrucdo das vias respiratorias, ocorre infeccdo bacteriana crénica e
inflamacédo intensa. O que pode resultar no desenvolvimento da doenca
obstrutiva pulmonar progressiva e consequente diminuicdo na
expectativa de vida (DAVIS et al., 1996; CHMIEL, BERGER, et al.,
2002).

Quando, pessoas sem doenca sao infectadas por virus ou bactérias
inicia-se um recrutamento continuo de neutrdfilos para as vias aéreas.
Contudo na FC a resposta inflamatéria aumenta consideravelmente, e
torna-se independente da infeccdo bacteriana (CHMIEL, BERGER, et
al., 2002). Tem sido observado que as vias aéreas dos pacientes com FC
apresentam grandes concentragdes de mediadores inflamatérios e
neutrdfilos e seus produtos. Estes estdo relacionados com a diminuigéo
das defesas locais e consequente contribuicdo com a lesdo pulmonar. Na
secregdo pulmonar de pacientes com FC tem-se observado
concentracOes elevadas de TNF-o, IL-1pB, IL-6 e IL-8. A sintese dessas
citocinas sdo sintetisadas pelo NF-kB, e este pode ser ativado por
bactérias e citocinas pro-inflamatérias (VENKATAKRISHNAN et al.,
2000; LI et al., 2003; BARNES, 2006; STAROSTA et al., 2006).

As células epiteliais, assim como os macréfagos, linfocitos T e B,
células dendriticas e mastdcitos expressam a proteina CFTR, e estdo
presentes em grandes quantidades nas vias respiratrias de pacientes
com FC (HUBEAU et al., 2001; MCALLISTER et al.,, 2005).
Entretanto, a ligacdo entre a disfungdo na proteina CFTR e a resposta
inflamatoria ainda ndo estd bem estabelecida. O que se sabe é que a
disfungdo na proteina CFTR resulta em um aumento na ativacdo de NF-
kB e na secrecdo de IL-8 ap0s estimulos pré-inflamatérios (KUBE et
al., 2001; SABA et al., 2002; KUBE et al., 2005).

A ocorréncia de resposta inflamatéria na FC tem sido observada
na auséncia de agentes patdgenos. O que pode sugerir que a resposta
inflamatoria em pacientes com FC ocorre independente de um estimulo
infeccioso. Porém, a presenca da inflamacdo pode ter sido devido a um
ndo encerramento da resposta inflamatéria ap6s o estimulo infeccioso
ter sido erradicado. Caracterizando entdo, uma persisténcia anormal da
resposta inflamatéria apés uma infeccdo transitoria. Alguns estudos
observaram que as vias aéreas dos pacientes com FC sdo deficientes no
mediador antiinflamatorio IL-10, o qual esta relacionado com o aumento
da concentracdo da IKkB, a qual atua como inibidora da NF-kB. A
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deficiéncia de IL-10 efou de Oxido nitrico (NO) resulta em um
desequilibrio no epitélio das vias aereas, ou seja, a presenga aumentada
de NF-kB resultaria na producdo excessiva de mediadores pro-
inflamatorios e consequente dano pulmonar (STEAGALL et al., 2000;
CHMIEL, KONSTAN, et al., 2002; KRAYNACK et al., 2002; SAGEL
et al., 2007).

A imunodeficiéncia estd diretamente ligada a deficiéncia
nutricional, por a mesma estar associada com a funcdo de fagocitos,
producdo de citocinas, resposta de anticorpos e do sistema complemento
(CHANDRA, 1996). Entre os fatores que contribuem para a desnutri¢do
na FC estdo a insuficiéncia pancreatica exdcrina, a qual esta relacionada
com a mé& digestdo e absorcdo principalmente das vitaminas
lipossoluveis (A, D, E e K) e dos minerais calcio, magnésio e zinco
(O'SULLIVAN e FREEDMAN, 2009; ROLIM et al., 2010; WERLIN et
al., 2010). O metabolismo dos nutrientes e a imunidade inata atuam em
conjunto com o intuito de manter a homeostase do organismo. As
células efetoras do sistema imunitdrio utilizam-se dos nutrientes
essenciais tanto como fonte de energia, quanto como precursores
metabolicos para a biossintense de macromoléculas. Em sintese, o
comprometimento do estado nutricional esta relacionado com o aumento
da susceptibilidade a infec¢des e ou inflamagBes crénicas (AFACAN et
al., 2012).

As infecches de repeticdo, o processo inflamat6rio e o esforgo
respiratério aumentado sdo 0s principais responsaveis pelo
comprometimento do estado nutricional dos pacientes com FC
(GROENEWEG et al., 2002; SALVATORE et al., 2010). O estado
nutricional de pacientes com FC esta relacionado com a morbidade e
mortalidade em longo prazo, sendo que o comprometimento do estado
nutricional nesses pacientes pode ser devido a trés fatores principais:
ingestdo de energia insuficiente; aumento da perda energética; aumento
do gasto energético (SINAASAPPEL et al., 2002; PANAGOPOULOU
et al., 2014). Entre as causas relacionadas com a ingestao insuficiente de
energia estdo as doencas pulmonares, o refluxo gastroesofagico, a tosse
e a presenca das citocinas pro-inflamatorias com efeito anorexigeno
como 0 TNF-o ¢ a IL-1p (DODGE e TURCK, 2006; PINTO et al.,
2009; PANAGOPOULOU et al., 2014). A insuficiéncia pancredtica a
qual resultaem ma4 digestdo e absorcao de nutrientes é um dos principais
fatores responsaveis pela perda energética (SINAASAPPEL et al., 2002;
MATEL e MILLA, 2009). Com relagdo ao gasto energético aumentado
as principais causas sdo as infecces de repeticdo, a inflamacéao
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persistente e o aumento do esforgo respiratorio (ADDE et al., 2004;
SALVATORE etal., 2010).

A avaliacdo do estado nutricional de criangas e adolescentes com
idade entre cinco e 19 anos com FC normalmente é feita por meio das
curvas de crescimento publicadas em 2007 pelo World Health
Organization (WHO) (WHO, 2007). Sendo esta avaliagdo feita por meio
dos indicadores estatura-para-idade (E/1), peso-para-idade (P/I) e indice
de massa corporal-para-idade (IMC/I) (WHO, 2006). Para a
classificacdo do estado nutricional hd os pardmetros estabelecidos pelo
Consenso Americano de Fibrose Cistica especificos para esta populagao
(BOROWITZ et al., 2002). A avaliacdo nutricional também pode ser
feita por meio das medidas de circunferéncia do brago (CB), a dobra
cuténea tricipital (DCT), a dobra cutane bicipital (DCB), a dobra
cuténea subescapular (DCSE), a dobra cuténea supra-iliaca (DCSI). E
por medidas calculadas a partir da CB e DCT como a circunferéncia
muscular do braco (CMB), area muscular do braco (AMB) e éarea
gordurosa do braco (AGB) e a composigdo corporal por meio da DCT,
DCB, DCSE e DCSI.

O estado nutricional em pacientes com FC também pode ser
agravado pelo catabolismo proteico, o que resulta em uma importante
diminuicdlo na massa magra e consequente diminuicdo da forga
muscular (ADDE et al., 2004; HAACK e NOVAES, 2013). Fatores
como a presenca de doenca aguda ou crénica, severidade da doenca,
desequilibrio hidroeltrolitico, inflamacdo, infeccBes recorrentes e
estresse oxidativo podem resultar em uma maior debilidade muscular
(WAGENMAKERS, 2001).

2.3SIMBIOTICO (PREBIOTICO —PROBIOTICO)

Os estudos assim como o interesse com relagdo aos beneficios
dos prebidticos e probidticos tém aumentado devido as evidéncias do
seu beneficio tanto para os individuos sem doenga, quanto para aqueles
que sdo doentes. A Organizagdo Mundial de Gastroenterologia no ano
de 2011 publicou as diretrizes para o consumo dos prebioticos e
probidticos. Esclarecendo que ndo ha ainda provas sobre a eficacia da
ingestdo dos mesmos. As diretrizes recomendam a ingestdo de
prebidticos e probidticos para o tratamento de diarreias associadas ao
uso de antibidticos, no tratamento de enterocolite necrotizante e na
dermatite atépica (WHO, 2011; SANDERS et al., 2014).

A defini¢do dos prebidticos a principio era “ingrediente alimentar
ndo digerido que afeta beneficamente o hospedeiro ao estimular
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seletivamente o crescimento e/ou atividade de uma ou de um ndmero
limitado de bactérias no cdlon, melhorando a saide do hospedeiro”
(GIBSON e ROBERFROID, 1995). Essa definicdo foi posteriormente
revista, sendo os prebioticos definidos como “ingredientes alimentares
seletivamente fermentados, ndo digeriveis que permitem mudancgas
especificas na composicdo e/ou atividade na microflora gastrointestinal
conferindo beneficios a salde do hospedeiro (GIBSON et al., 2004).

Um ingrediente alimentar s6 pode ser classificado como
prebidtico quando 0 mesmo apresenta as seguintes caracteristicas:
resisténcia a acidez gastrica, a hidrolise por enzimas e que a sua
absorgdo ocorra no trato gastrointestinal superior; capacidade de ser
fermentado pela microflora intestinal; capacidade de estimular
seletivamente o crescimento e/ou atividade das bactérias benéficas
(ROBERFROID et al., 2010; SLAVIN, 2013). O crescimento seletivo
estd relacionado com a capacidade do prebidtico em estimular a
proliferacdo principalmente das bifidobactérias e dos lactobacilos, os
quais sdo considerados benéficos para a salde (SLAVIN, 2013).

Os principais prebiéticos e mais comumente utilizados sdo os
frutanos do tipo inulina, oligofrutose, FOS e galacto-oligossacidos
(GOS), do tipo estaquiose e rafinose (SLAVIN, 2013; WHELAN,
2013). Os prebidticos sdo encontrados em alimentos como: alho-poro;
aspargo; chicéria, alcachofra, alho, cebola, trigo, aveia e soja (van LOO
et al., 1995).

Um dos mecanismos de acdo dos prebidticos é sua capacidade de
fermentacdo no colon e de alterar a flora intestinal a qual obtem energia
por meio da fermentacdo de carboidratos ndo digeridos na porgéo
superior do intestino. A via de fermentagdo principal produz piruvato a
partir de hexoses provenientes de carboidratos ndo digeriveis. E as
bactérias presentes no célon, por meio de enzimas hidroliticas produzem
hidrogénio, metano, didxido de carbono, acidos graxos de cadeia curta
(AGCQC) elactato (SLAVIN, 2013).

A fermentacdo em conjunto com a producdo de AGCC séo
capazes de inibir o crescimento de microrganismos patogénicos, devido
a diminuicdo do pH luminal e fecal. Além disso, auxilia na regulacéo da
absorcdo de agua e sédio, melhora a absor¢do de minerais como o calcio
e promove o crescimento de bactérias benéficas como as bifidobactérias
e os lactobacilos. Em meios onde o pH estd mais baixo ha uma
diminuicdo na degradacdo de peptideos e consequentemente a formacéo
de compostos téxicos como a amOnia, aminas e compostos fendlicos,
além de diminuir a atividade das enzimas bacterianas indesejaveis. A
quantidade de AGCC produzido pelos prebiéticos varia de acordo com o
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peso molecular, comprimento da cadeia e estrutura do probiético, ou
seja, moléculas de cadeia curta como as do FOS sdo rapidamente
fermentados (LUPTON, 2004; BROWNAWELL et al., 2012; SLAVIN,
2013).

Em um estudo com pacientes com doenca inflamatoria intestinal
suplementados com uma mistura de FOS e inulina, foi observado
diminuicdo significativa nos indices de severidade da doenga, nos
marcadores pro-inflamatérios e na calprotectina (KONIKOFF e
DENSON, 2006).

O efeito dos prebiodticos tem sido mostrado na funcéo do trato
gastrointestinal, na funglo imunitaria, na absorcdo de minerais, na
gestdo de transtornos pediatricos e na obesidade. De uma forma geral, os
beneficios da ingestdo dos prebidticos estdo relacionados com a melhora
na fungdo da barreira intestinal, diminuicdo da ocorréncia e duragéo de
diarreia infecciosa associada a antibiéticos, diminuicdo da ocorréncia de
inflamagdo e dos sintomas associados com doencas inflamatorias do
intestino. Além da diminuicdo de subpopulagdes de bactérias
patogénicas e aumento na produgdo de AGCC, assim como a melhora da
biodisponibilidade e absorcdo de minerais como o calcio, 0 magnésio e
o ferro (SLAVIN, 2013; WHISNER et al., 2013).

Os probidticos, dos quais fazem parte as bactérias e leveduras
produtoras de acido lactico, sdo definidos como microrganismos vivos
gue quando administrados em quantidades adequadas conferem
beneficios a salde do hospedeiro (SANDERS et al., 2014).

Ha um numero significativo de estudos que avalia a ingestdo de
probidticos em diferentes condigcbes, o que dificulta a interpretagéo
devido a heterogeneidade dos métodos utilizados e consequentemente 0s
resultados encontrados. O que se deve considerar ainda é que 0s
resultados encontrados, nos diferentes estudos, sdo decorrentes da
ingestdo de uma determinada cepa probidtica ou mix de cepas, 0 que
impede que o0s mesmos sejam extrapolados para outras espécies
(CEAPA et al.,, 2013). Os possiveis mecanismos de acdo dos
probitticos sdo: reforco da funcdo da barreira da mucosa intestinal
normal; modulagdo do sistema imunitario; acdo antagbnica aos agentes
patogénicos; estimulacdo da atividade enzimética e/ou producdo de
metabdlitos benéficos ao hospedeiro (MCFARLAND, 2009).

Os principais beneficios da ingestdo de probitticos relatados com
base em revisGes sistemdticas sdo: prevencdo e tratamento de
enterocolite necrotizante (ALFALEH et al., 2011); diminuicdo da
incidéncia de diarreia associada ao uso de antibidticos (GOLDENBERG
et al., 2013); diminuicdo da duracdo de doencas infecciosas (APONTE
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et al., 2013); regulagdo do tréansito intestinal (MILLER e OUWEHAND,
2013); alivio dos sintomas da sindrome do intestino irritavel
(MOAYYEDI et al., 2010); diminuicdo na incidéncia de doengas do
trato respiratério superior (HAO et al., 2011).

Os principais géneros de probidticos sdo Lactobacillus,
Bifidobacterium e Enterococcus, sendo as principais espécies L.
acidophilus, L. johnsonii, L. casei, L. gasseri, L. plantarum, L.
rhamnosus, B. longum, B. breve, B. bifidum, B. infantis, E. faecalis ¢ E.
faecium (FULLER, 1991; FAO/WHO, 2002). Os microrganismos
probidticos sdo fermentativos, e tem como um dos produtos o &cido
lactico, além de ser anaer6bico facultativo ou obrigatério. Essas
caracteristicas permitem que oS mesmos prevalegam sobre o0s
microrganismos patogénicos como as gram-negativas, e ndo produtoras
de &cido lactico como a Klebsiella, Pseudomonas, Serratia, e Proteus
presentes no trato gastrointestinal (COMMANE et al., 2005; FALONY
et al., 2006; THOMAS e GREER, 2010).

A utilizacdo de probidticos com o intuito de melhorar a barreira
intestinal tem se mostrado uma estratégia, uma vez que a barreira
intestinal desempenha um importante papel na patogénese de doencas
do trato gastrointestinal. Além disso, as células epiteliais, por estarem no
limem do intestino trocam sinais com as moléculas imunitarias
subjacentes e com as demais partes do organismo por meio da
circulacdo de moléculas sinalizadoras (IANNITTI e PALMIERI, 2010;
SONG etal., 2012; CEAPA et al., 2013).

A bactéria L. rhamnosus GG ou um mix de bactérias produtoras
de 4cido lactico e as Bifidobacterias tem sido relacionada com a melhora
da integridade da barreira epitelial, além de interagirem diretamente com
as células epiteliais do intestino. As L. rhamnosus GG também estéo
relacionadas com a prevencdo de apoptose de células epiteliais in vitro,
sendo esse efeito devido a ativacdo do anti-apoptético Akt e supressao
de NF-kB, e com o aumento da secrecdo de mucina pelas células
epiteliais. Como resultado pode-se observar uma diminuicdo de
microrganismos patogénicos e consequente manutencdo da homeostase
(YAN e POLK, 2002; LEBEER et al., 2012; REUNANEN et al., 2012).
Um estudo mostrou a relagdo entre L. rhamnosus GG e a estimulagdo
diferencial na expressdo de genes envolvidos na reparagdo tecidual, com
a angiogenese, com a resposta da IFN e com a homeostase ibnica.
Fatores esses importantes para a vascularizacdo e nutricdo das células
epiteliais (van BAARLEN et al., 2011).

A ingestdo de L. plantarum tem sido relacionada com alteracdes
nas jungdes das células epiteliais do intestino delgado, ou seja, ha um
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aumento na juncdo da proteina ocludina e das jungbes de oclusdo.
Entretanto, a diminuicdo da integridade dessas jungbes das células
epiteliais pode resultar no aumento da permeabilidade intestinal para
macromoléculas e consequente desenvolvimento de doencas como a
doenca inflamatoéria intestinal e a sindrome do intestino irritavel.
Diferentes cepas de probidticos sdo capazes de induzirem diferentes
genes regulatorios e locais da mucosa intestinal (SAWADA et al., 2003;
KARCZEWSKI et al., 2010; CEAPA et al., 2013).

A bactéria L. acidophilus tem sido relacionada com o aumento da
regulagdo da IL-1P e ativagdo da cascata de sinalizacio do NF-kB, a
qual pode induzir a transcricdo de genes envolvidos na lipogenesis e na
maturacdo de células B, com consequente contribuicdo para a melhora
da funcéo da barreira intestinal (van BAARLEN et al., 2011).

A microbiota intestinal esta relacionada com a integridade da
barreira intestinal e com o sistema imunolégico. Tendo assim, papel
central na inducdo da sintese de imunoglobulina A (IgA) e na
manutencdo da homeostase das células T regulatérias (Treg), TH1 e
TH17 (IVANOV et al.,, 2009; ROUND e MAZMANIAN, 2010;
HOLSCHER et al., 2012; KELLY et al., 2012).

A cepa L. rhamnosus HNOO1, tem se mostrado capaz de modular
a imunidade intestinal in vivo, por meio do aumento das concentragcdes
de imunoglobulina A secretora (SIgA), contudo, ndo se sabe ao certo
guais S80 0s mecanismos responsaveis por esse aumento. As estirpes L.
casei Shirota e L. rhamnosus Lr23 aparentemente estdo relacionadas
com a estimulagio da producdo de TNF-o por macrofagos
(MATSUGUCHI etal., 2003; WICKENS et al., 2012).

A bactéria comensal Bacteroides fragilis uma das responsaveis
pela producdo do polissacarideo A (PSA), a qual € apresentada as
células T CD4+ pelas células dendriticas, induzindo a diferenciagdo das
células T virgens em células TH1 e Treg as quais sdo responsaveis pela
producdo apropriada de citocinas nos tecidos de animais livres de
germes. Além disso, acredita-se que as alteracdes nas proteinas das
paredes celulares bacteriana podem influenciar na a¢do dos probidticos.
A presenca de &cido teicOide nas paredes das bactérias pode auxiliar na
protecdo de moléculas relevantes e modular a resposta imunitaria do
meio pela alteracdo da secrecdo de citocinas inflamatorias pelas células
dendriticas. A familia dos receptores de reconhecimento padréo (PRRs)
é responsavel pela deteccdo dos padrdes moleculares associados aos
patdgenos (PMAPs) efou pela deteccdo dos padrdes moleculares
associados ao dano (DAMPs) do hospedeiro o qual induz a sinalizagéo
da imunidade inata. O organismo detecta a presenca de danos, devido a
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sobrecarga bacteriana, por meio do DAMPs. A resposta desencadeada
pode ser manipulada por bactérias como, por exemplo, as do género
Bifidobacterium e do género Lactobacillus. Isto foi observado em
estudos in vitro onde se verificou que estes sdo capazes de influenciar a
resposta das células imunitarias circulantes (células mononucleares do
sangue periférico - PBMCs) (MAZMANIAN et al., 2005; BRON et al.,
2012; ISMAIL et al., 2012).

A heterogeneidade da microbiota entre os sujeitos tem sido
mostrada como uma possivel causa das diferentes respostas encontradas
no tratamento com microrganismos probidticos. Contudo, a influéncia
dos probidticos sobre o sistema imunitario tem sido documentada e
confirmada com base em ensaios clinicos (van BOYLE et al., 2008;
GIANOTTI et al., 2010; SCHUNTER et al., 2012; BAARLEN et al.,
2013).

Além dos prebidticos e probidticos existem os simbiéticos, os
quais sdo definidos como um produto que contem tanto os prebi6ticos
quantos os probidticos (THOMAS e GREER, 2010). A combinagéo de
prebiético com probidtico se justifica pelo fato de que o prebidtico
auxiliard na sobrevivéncia das bactérias probioticas durante a passagem
pelo trato gastrointestinal. Assim como na estimulagéo da colonizacéo e
no crescimento endégeno de microrganismos no intestino grosso e na
regulagdo da resposta imunitéria diminuindo o risco de ocorréncia de
doenga (BENGMARK e MARTINDALE, 2005; SCHOLZ-AHRENS et
al., 2007; VITETTA et al., 2012).

O Quadro 2 contém revisdes sistematicas com meta-analise que
abordam a suplementacdo com prebidtico, probiético e simbidtico em
diversas doencas.

Algumas evidéncias sobre a ocorréncia de inflamagdo intestinal
em pacientes com FC sdo a presenca de albumina, 1gG, imunoglobulina
M (IgM), proteina catibnica eosinofilica, elastase neutrofilica, IL-1B e
IL-8 no lavado intestinal de criancas, além de ter sido encontrado um
aumento na infiltracdo de células mononucleares em amostra da mucosa
do duodeno e um aumento na expressdo de IL-2, IFN-y e nos receptores
de transferrina (RAIA et al., 2000; SMYTH et al., 2000).

A suplementagdo com prebi6ticos, probiéticos e simbidticos tem
se mostrado efetiva em casos de doencas inflamatorias intestinais e
alguns estudos com pacientes com FC (Quadro 3). Os estudos estdo
sendo realizados ndo s6 em casos de doencas a nivel intestinal, mas
também a nivel respiratorio.
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Quadro 2 — Estudos de revisdes sistematicas com meta-andlise que abordam a suplementagdo com prebiotico, probidtico e
simbidtico em divesas doencas (Continua).

Referéncia Populago Intervencéo Duracéo Resultados
Lohner et al. | Lactentes ecriangas | Prebidtico - GOS; FOS; |6 a 12 | OnumerodeepisddiosdeinfeccBes que
(2014) menores de 2 anos | polidextrose; oligofrutose. meses necessitamde antibioticoterapia diminuiu
de idade saudaveis. (razdo de taxa: 0,68; 1C95% 0,61 - 0,77).
n =1404
Srinivasjois Prematuros < 37 | Prebidtico - oligosacarideo 14 a 30 | Com relagdo a suplementacdo de
etal. (2013) semanas de dias prebiotico e a incidéncia de enterocolite
gestacdo. necrotizante ndo foi encontrada
n =417 diferenca.
Dang et al. | Gestantes elou | Prebiotico e probidtico — |2 a 24 | O uso de prebidtico ndo resultou em
(2013) recém-nascidos. oligossacarideos; FOS; | meses alteracdo, porém houve uma diminuicéo
n =2.550 polidextrose; GOS; lactulose; de 31% no risco de desenvolver eczema
Lactobacillus; Bifidobacterium; apés uso de probidtico. Quando
Propionibacterium. suplementado com um mix de cepas
probidticas a diminui¢do do risco foi de
42%.
Hempel et al. | Adultos emuso de | Probidticos — Lactobacillus; | Cercade6 | A incidénciade diarreia associadaao uso
(2012) antibidticos. Saccharomyces; Bacillus; | a 20 dias de antibiéticos diminuiu em 42%.
n=11811 Bifidobacterium;

Streptococcus; Enterococcus.

GOS: Galacto-oligossacarideos; FOS: fructo-oligossacarideos.
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Quadro 2 — Estudos de revisdes sistematicas com meta-andlise que abordam a suplementacdo com prebidtico, probidtico e
simbidtico em divesas doencas (Concluséo).

Referéncia Populacdo Intervencéo Duracéo Resultados
Johnston et | Pacientesadultos | Probiéticos - Lactobacillus; | 3al4 dias [ O risco de ocorréncia de diarreia
al. (2012) ou pediatricos | Saccharomyces; Bifidobacterium. associada a Clostridium difficile
tratados com diminuiu em 66%.
antibioticos.
n=3.818
Pelucchi et | Gestantes e/ou | Probioticos - Lactobacillus; | 3 meses a | A incidéncia de dermatite atOpica
al. (2012) recém-nascidos. | Bifidobacterium; 24 meses | diminuiu em 21%.
n=179 Propionibacterium.
Shukla et al. | Adultos com | Prebiético, probiotico e| 2 a 24| A utilizagdo de prebidtico foi associada
(2011) cirrose. simbidtico - Fibra bio-ativa e | meses com uma diminuicdo do risco de
n =349 fermentadvel (beta glucano; desenvolver encefalopatia hepética em
inulina; pectina; amido 67%. Uso de probidticos e simbiéticos
resistente); Lactulose; foram associados com uma diminuicéo
Pediacoccus; Leuconostoc; de 60% e 50% no risco de nenhuma
Lactobacillus; Bifidobacterium; melhoria da encefalopatia hepatica
Saccharomyces; Escherichia. respectivamente.
Hao et al. | Todasaidades. Probidticos - Lactobacillus; | 2 a 8 | Episddio de infecgGes agudas do trato
(2011) n =3.451 Bifidobacterium; Saccharomyces; | meses respiratdrio superio diminuiu em 42% e
Propionibacterium. 33% na prescrigdo de antibioticos.
Alfaleh et al. | Recém-nascidos | Probidticos — Lactobacillus; [ 2 a 6 | A incidéncia de enterocolite necrosante
(2011) prematuros. Bifidobacterium; Saccharomyces. | semanas grave diminuiu em 65% e em 60% na
n =2.842 mortalidade infantil.
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Quadro 3 — Estudos que avaliam a suplementagdo com prebidtico, probi6tico ou simbi6tico em pacientes com FC (Continua).

Autor(es)/

Ano Delineamento Amostra Suplemento Resultados
Estudo Criancas e adolescentes (1 a | L. GG Calprotectina fecal foi maior no grupo FC (p <
prospectivo 16 anos idade). 12 fase: n = 30 0,01) e no grupo com DII (p < 0,05) em relagéo
controlado. pacientes com FC; n = 30 ao GC. A producdo média de NO esta
Bruzzeseet controles sem doenca; n = 15 aumentada nos grupos FC (p < 0,01) e DIl (p <
al. (2004) com DIIl. 22 fase: n = 20 0,05). As concentragdes de calprotectina e de
pacientes com FC; n = 20 NO fecal diminuiram apés a administracdo do
controles sem doenga; n = 15 L.GG.
pacientes com DII.
Estudo n = 38 criancas e adolescentes | L.GG Grupo L.GG teve menos exacerbagles
B prospectivo, com FC (5 e 18 anos de | Controle: SRO pulmonares (p = 0,003) e internagdes
ruzzese et - ; - 5
al. (2007) controlado por idade). hospitalares (p = 0,001) em comparagdo com o
' placebo, cruzado grupo SRO. L.GG resultou em um aumento no
e randomizado. VEF1 (p =0,020) e peso (p = 0,020).
- n = 20 pacientes com FC (5a | L. GG 5 pacientes  apresentaram  crescimento
. 17 anos de idade). excessivo de bactérias. Foi observada uma
Infante Pina x e : -
correlagdo positiva entre o teste do hidrogénio
et al. (2008) > "
e a esteatorréia (r = 0,57) e a presenga de
acUcar nas fezes (r = 0,52).
Estudo piloto n = 10 pacientes com FC | L. acidophilus, A taxa de exacerbacdo foi menor em
. prospectivo. (média de idade 26,2 + 12,9 | L. bulgaricus, comparagdo com os Ultimos 2 anos e 6 meses
Weiss et al. o ] = ~
(2010) anos) e doenca pulmonar leve | B. bifidum, pos-tratamento (p = 0,002). Os testes de fungdo

a moderada e colonizacéo por
P. aeruginosa.

S. thermophiles.

pulmonar ndo mudaram no final do tratamento
e 6 meses pos-tratamento.

FC: Fibrose cistica; GC: Grupo controle; FC: Fibrose cistica; DII: Doenga inflamatériaintestinal; L.GG: Lactobacillus rhamnosus; NO: Oxido nitrico;
SRO: Solugdo de reidratagdo oral; VEF1: Volume expiratdrio forcado no primeiro segundo; Pseudomonas aeruginosa: P. aeruginosa; Lactobacillus
acidophilus: L. acidophilus; Lactobacillus bulgaricu: L. bulgaricus; Bifidobacterium bifidum: B. bifidum; Streptococcus thermophiles: S. thermophiles.
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Quadro 3 - Estudos que avaliam a suplementacdo com prebidtico, probidtico ou simbidtico em pacientes com FC (Conclusdo).

Autor(es)/Ano | Delineamento Amostra Suplemento Resultados
Estudo GSFC, n = 47| FOS, L. casel, 31 dos 47 pacientes com FC (65,9%)
controlado, pacientes (idade | L. rhamnosus, apresentaram niveis de calprotectina fecal
Fallahi et al duplo-c_ego e média de 8,56 + 4,19 | S. thermoph_ilus, B anormal (> 50 pg/g). Apoés a int_ervengéo, as
(2013) ' randomizado. | anos); GPFC = 23| breve, L.acidophilus, concentragdes de calprotectina  fecais
pacientes (idade | B. infantis e diminuiram em 21 pacientes do GSFC e em 8
média de 8,65 + 3,29 | L. bulgaricus. pacientes do GPFC ( p <0,001).
anos).
Ensaio GFC, n = 37| L.casei, L. rhamnosus, Melhora significativa no escore total médio na
clinico, pacientes (2 a 12 | L. acidophilus, qualidade de vida entre os pacientes do GSFC
Jafari et al controlgdo, anos de idade). | L. bulgaricu_s, em comparacéo com 0_(_5PF_C no 3*més (p =
(2013) ' randomizado. | GSFC, n = 20.| S.thermophilus, 0,01), ndo sendo significativo no 6° més de
GPFC,n=17. B. breve, tratamento com probi6tico. A taxa de
B. infantis exacerbacdo pulmonar foi menor no GSFC
(p <0,01).
Estudo GFC, n = 30|LR Melhora na salde gastrointestinal e diminuigéo
Del Campo prospectivo, pacientes (idade das concentragBes de anticalprotectina e da
duplo cego, média de 17,7 anos). densidade bacteriana total, e um aumento da
et al. (2014) S - . . - x
cruzado, com diversidade microbiana apds a ingestdo do
placebo. probidtico, em comparacdo com o GPFC.
Estudo GFC, n = 61|LR Diminuicdo  das exacerbacBes pulmonares
Di Nardo et al prospectivo, pacientes (6 a 29 (p<0,01), e do numero de infecgdes do trato
" | duplo-cego, anos de idade) com respiratorio superior (p < 0,05) no GSFC em
(2014) x
com placebo. doenga pulmonar comparacdo com o GPFC.

leve a moderada.

FC: Fibrose cistica; GSFC: Grupo sup

emento fibrose cistica; GPFC: Grupo placebo fibrose cistica; FOS: Frutooligossacarideo; Lactobacillus casei: L.
casei; L.R: L. reuteri; DII: Doengainflamatéria intestinal; L.GG: Lactobacillus rhamnosus; NO: Oxido nitrico; SRO: Solugdo de reidratagio oral; VEF1:
Volume expiratoério forgado no primeiro segundo; Lactobacillus acidophilus: L. acidophilus; Lactobacillus bulgaricu: L. bulgaricus; Bifidobacterium
breve: B. breve; Bifidobacterium bifidum: B. bifidum; Bifidobacterium infantis: B. infantis; Streptococcus thermophiles: S. t hermophiles.




62



63

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementagéo com simbidtico nos marcadores da
resposta inflamatéria sistémica e a composicdo da microbiota intestinal de

criangas e adolescentes com fibrose cistica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar nas criancgas e adolescentes com fibrose cistica:

e O efeito do simbiético sobre os marcadores da fungdo pulmonar e
estado nutricional.

e O efeito do simbiodtico sobre os marcadores inflamatérios (IL-12,
IL-6, IL-1B, IL-8, IL-10, TNF-a, MPO e NOx).

e A composicdo da microbiota intestinal e a inflamac&o intestinal
pela calprotectina

e A associacdo da composicdo da microbiota intestinal e a
antibioticoterapia.

e A associacdo do tipo de parto, do tipo de aleitamento materno,
introducdo de alimentacdo complementar e do indice de massa
corporal com a composicdo da microbiota intestinal e a inflamagéo
intestinal.
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4 JUSTIFICATIVA, RELEVANCIA, ORIGINALIDADE E
CONTRIBUICAO PARA O CONHECIMENTO

Considerando que a principal causa da lesdo pulmonar na FC é a
inflamagdo persistente, é essencial o entendimento da resposta
inflamat6ria nesta doenca. A presenca de inflamagdo promove o
catabolismo proteico e consequente perda de peso, portanto, estes dados
poderdo auxiliar na andlise da relagdo com o estado nutricional. A
desnutricdo pode tanto ser decorrente de um processo inflamatério
intenso, como de uma diminuicdo do consumo alimentar, devido a
supressdo do apetite, ocasionada por alteracBes de alguns marcadores
inflamatorios.

Alguns estudos tém mostrado efeitos da utilizagdo de probidticos
em pacientes com FC, como a diminuicdo da concentracdo de
marcadores pro-inflamatérios, e de episddios de exacerbagdo pulmonar
e melhora da funcéo intestinal (BRUZZESE et al., 2004; BRUZZESE et
al., 2007; PINA et al., 2008; WEISS et al., 2010). Contudo, estudos que
avaliam a suplementacdo com simbiético nessa populacéo sdo escassos.
Além disso, conhecer a composicdo da microbiota intestinal assim como
a presenca de inflamacdo intestinal nessa populacdo é necessario de
forma a auxiliar na tomada da decisdo com relagdo a suplementacédo
com simbidtico. Acredita-se que a suplementacdo possa desempenhar
acdo adjuvante no processo terapéutico, considerando que a mesma pode
estimular seletivamente o crescimento e/ou actividade das bactérias
intestinais, diminuir a gravidade da gastroenterite aguda, melhor a
funcdo intestinal, atenuar a inflamag&o, reduzir a exacerbagéo pulmonar
e consequentemente atuar na melhora dos indicadores clinicos e
nutricionais em pacientes com FC.

Este estudo ira avaliar o efeito da suplementacdo com simbiético
(FOS, L. paracasei, L. rhamnosus, L. acidophilus e B. lactis) sobre os
marcadores da resposta inflamatéria sistémica (IL-12, IL-6, IL-1pB, IL-8,
IL-10, TNF-a, MPO e NOx) e a composi¢do da microbiota intestinal de
criancas e adolescentes com fibrose cistica.

Na maioria dos estudos, os marcadores pré-inflamatérios séo
analisados no local da resposta inflamatéria, tal como na lavagem
broncoalveolar, na expectoracdo, no condensado do ar exalado, e na
bidpsia endobronquica. A combinagdo avaliada dos marcadores
imunolégicos (IL-12, I1L-6, IL-1B, IL-8, IL-10, TNF-0, MPO e NOX)
neste estudo, poderd monstrar a amplitude da resposta inflamatéria
sistémica, além de permitir que esta avaliagdo, por ser no soro, possa ser
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realizada em pacientes com FC, em diferentes idades e estagios da
doenca pulmonar.

Espera-se com este estudo que a suplementacdo com o simbiético
(FOS, L. paracasei, L. rhamnosus, L. acidophilus e B. lactis) possa
melhorar o balango entre os marcadores pré e antiinflamatérios em nivel
sistémico, além de avaliar a composicdo da microbiota intestinal e a
presenca ou ndo de inflamacgdo intestinal nos pacientes com FC.
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5 METODOS
5.1 ETAPAS DA PESQUISA

O estudo inclui duas etapas distintas, sendo que na ETAPA 1 foi
avaliado o efeito da suplementacdo com simbidtico sobre os marcadores
da resposta inflamatéria e na ETAPA 2 foi avaliado a composicdo da
microbiota intestinal e a inflamacdo intestinal ambos em criangas e
adolescentes com fibrose cistica. O estudo recebeu financiamento do
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq), processo n°471197/2013-0.

5.1.1 ETAPA 1: Avaliagdo da suplementacdo com simbidtico sobre
0s marcadores da resposta inflamatoria

5.1.1.1 Desenho do estudo

Ensaio clinico, randomizado, duplo cego, controlado por placebo
com criangas e adolescentes com fibrose cistica (FC) em seguimento
clinico no Ambulatério de FC do Hospital Infantil Joana de Gusméo
(HIJG), Floriandpolis/SC, Brasil.

5.1.1.2 Aspectos éticos do estudo e financiamento

O O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Humana  da  Universidade  Federal de  Santa  Catarina
(#48959715.2.1001.0121) e do HIJG/SC (#029/2012) e esta registrado
no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (RBR-5BYRSC). O Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado pelos responséaveis
das criancas e adolescentes, que também concordaram em participar do
estudo (APENDICE A). O pesquisador manteve contato com os sujeitos
e responsaveis durante o estudo por meio de ligacbes telefonicas.

5.1.1.3 Sujeitos

O HIJG é referéncia no estado de Santa Catarina no tratamento de
criangas e adolescentes com até 15 anos de idade com FC, sendo que no
ano de 2013 foram atendidos periodicamente 92 pacientes com FC de
todo o estado de Santa Catarina. Desta forma, a amostra foi ndo
probabilistica, de conveniéncia composta por todos os pacientes
atendidos no hospital que atendiam aos critérios de inclusdo. Com base
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nos critérios de inclusdo 62 pacientes eram elegiveis, sendo que desse
total, 20 se recusaram a participar do estudo e um veio a dbito. Os 41
pacientes que participaram do estudo foram acompanhados por um
periodo de 90 dias (Figura 2). Para fins de comparagdo participaram do
estudo criangas e adolescentes sem fibrose cistica com idade > 6 ¢ < 15
anos totalizando 17 sujeitos atendidos no ambulatério de puericultura do
HIJG (Figura 2).

A amostra foi constituida por criangas e adolescentes (> 6 anos e
< 15 anos de idade), de ambos 0s sexos e randomizada em dois grupos:
grupo placebo fibrose cistica (GPFC) e o grupo simbidtico fibrose
cistica (GSFC). Na sequéncia os grupos foram subdivididos em
bacteriologia negariva (auséncia de microrganismos patogénicos para
FC) e bacteriologia positiva (presenca de um ou mais microrganismos
patogénicos: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Burkholderia cepacia).

Os critérios de incluséo para o GC foram: criancas e adolescentes
> 6 anos e < 15 anos de idade; sem diagndstico de FC e estaveis
clinicamente pelo menos 30 dias antes da coleta dos dados. Enquanto
que para o GPFC e o GSFC foram: criangas e adolescentes > 6 anos ¢ <
15 anos de idade; ter diagndstico de FC, inclusive baseado no teste do
suor (cloreto no suor > 60 mmol/L); estdveis clinicamente pelo menos
30 dias antes da coleta dos dados.

Os critérios de exclusdo para todos os grupos (GC, GPFC e
GSFC): sujeitos com febre, trauma, doencas inflamatdrias (asma,
doenga inflamatoria intestinal, doenca reumdtica), psiquiétricas,
degenerativas, cardiovasculares, diabetes, intolerdncia a glicose,
insuficiéncia renal, imunodeficiéncia primaria ou secundéria. Sujeitos
em uso de antibiéticos no inicio do estudo, hormdnios, farmacos
antiinflamatérios ndo hormonais, imunossupressores, anti-histaminicos,
prebiéticos, probidticos e simbitticos, até 30 dias antes da coleta de
dados, em exacerbagdo pulmonar, definida como a presenca de pelo
menos trés dos seguintes sintomas: 1) tosse aumentada; 2) producdo de
esputo aumentada e/ou alteracdo na aparéncia do esputo; 3) febre > 38°C
na semana anterior/mais de uma vez, por pelo menos 4 horas durante 24
horas; 4) frequéncia respiratdria aumentada e/ou dificuldade de respirar
(identificada por chiados, crepitacdo ou respiracdo ofegante); 5)
toleréncia reduzida aos exercicios; 6) redugdo no VEF1> 10% do valor
anterior dentro dos Gltimos 3 meses; 7) absenteismo da escola devido a
doenca; 8) perda de peso > 1 kg ou 5% do peso corporal, associada a
anorexia e ingestao reduzida da dieta.
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Figura 2 — Sele¢do e randomizacdo do grupo controle (GC), do grupo
placebo fibrose cistica (GPFC) e do grupo simbiético fibrose cistica

(GSFC).

Pacientes HIJG

Selegio GC e FC

GC (n= 17, média
de idade 8,55 + 3,03)

Caracterizagdo

FC (n=92)

Selegiio elegiveis
p/ idade

62 pacientes
elegiveis

[ o]

GFC (n=41)

Randomizagio

GPEC (n = 19, média
de idade 10,74 + 2,54)

20 recusas
1 perda

GSFC (n = 22, média
de idade 9,59 + 2,79)

Avaliagio pré
suplementagdo

Avaliagiio pré
suplementagio

Suplementagido Suplementagio
90 dias 90 dias

Avaliagiio pos Avaliagdo pos
suplementagdo suplementagao

Anilise dos dados |

HIJG: Hospital Infantil Joana de Gusmao; GC: Grupo controle; GFC: Grupo
fibrose cistica; GPFC: Grupo placebo fibrose cistica; GSFC: Grupo simbiético

fibrose cistica.
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Os grupos GPFC e GSFC foram avaliados em dois momentos:
basal e final, conforme detalhamento a seguir enquanto que o GC foi
avaliado em apenas um momento.

Basal: Pré-suplementagdo: Caracterizado pela identificacdo dos
individuos, coleta das amostras sanguineas para avaliacdo das
concentracles dos marcadores séricos, avaliacdo antropométrica, de
composicdo corporal, funcional e de consumo alimentar. Neste
momento, os individuos foram orientados a comparecer ao Laboratorio
do HIJG, Ciéncia Laboratério Médico Ltda® para coleta de sangue e
realizacdo das andlises clinicas.

Final: Pds-suplementacdo: Ap6s 90 dias de suplementacio
foram repetidos os exames referentes & avaliagdo das concentragdes dos
marcadores séricos, avaliacdo antropomeétrica, de composigéo corporal e
funcional realizados no periodo de pré-suplementacdo. Os individuos
foram orientados a comparecer ao Laboratdrio do HIJG para a coleta de
sangue e realizacdo das analises clinicas. Neste momento, ambos 0s
grupos (GPFC e GSFC) cessaram a ingestéo dos suplementos.

A suplementacdo diaria como parte do protocolo foi levada em
consideracdo e a ingestdo do suplemento foi determinada com base no
relato dos pacientes. O protocolo médico hospitalar prescreve os
seguintes suplementos: suplemento vitaminico Source CF® (Eurand
Pharmaceuticals, Huntsville, Alabama, EUA) para pessoas com > 1 ano
att < 4 anos, 2 ml/dia; Dose de ADEK® (Axcan
Pharma/Birmingham/Alabama/EUA) de um comprimido por dia para
aqueles com > 4 a < 10 anos e dois comprimidos por dia para aqueles
com idade > 10 anos (BOROWITZ et al., 2002); CREON®-
Solvay/Pharmaceuticals/GmbH/Alemanha) para criancas e adolescentes,
gue necessitam de 500-4.000 unidades de lipase por grama de gordura
ingerida (média = 1.800 unidades de lipase/g de gordura) (LAHIRI et
al., 2016).

Um formulario para a coleta dos dados foi criado e preenchido
tanto no momento pré-suplementacdo quando no pods-suplementacdo
(APENDICE B).

5.1.1.4 Suplementacéo alimentar

Os dois grupos (GPFC e GSFC) receberam suplementacéo, sendo
gue o GPFC recebeu a maltodextrina e 0 GSFC o simbi6tico. Como
forma de assegurar uma distribuicdo igual do ndmero de participantes
nos grupos FC e garantir que os grupos fossem similares foi realizada
uma randomizacdo por blocos e estratificada por sexo e idade. O
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programa utilizado para gerar nimeros aleatérios foi o Research
Randomizer Form v4.0 (URBANIAK. e PLOUS, 2013). As embalagens
de ambos os suplementos eram idénticas exceto pela cor, a qual
distinguia o placebo (maltodextrina) do simbidtico. Os suplementos
foram, entregues por um colaborador da pesquisa como forma de
garantir o cegamento.

Ofertou-se 6 g de maltodextrina obtida comercialmente (Maison
de La Santé, Farmécia de Manipulacdo, Floriandpolis, SC, Brasil). O
simbidtico oferecido foi obtido comercialmente (Lactofos®, SKL
Functional Nutrition, Sdo Paulo, Brasil) e era uma associacdo de FOS e
quatro cepas probidticas: L. paracasei, L. rhamnosus, L. acidophilus e
B. lactis.

A maltodextrina e o simbiético fornecidos aos participantes foi
denominado suplemento alimentar e entregue em embalagem lacrada no
inicio da pesquisa. Os participantes foram orientados que os
suplementos, oferecidos na forma de pd, deveriam ser diluidos em agua
e ingeridos uma vez ao dia, no periodo da manhd de preferéncia em
jejum ou duas horas depois da refeicdo, tomando o cuidado de diluir em
liquidos frios. As instrucbes detalhadas sobre a ingestdo dos produtos
foram entregues junto com os suplementos (APENDICE C).

A quantidade de FOS e as concentracdes das cepas probioticas
oferecidas diariamente encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1— Caracterizacdo do suplemento simbidtico.

Quantidade em 69 (1 saché)

Lactobacillus paracasei 10%a10° UFC
Lactobacillus rhamnosus 108a10° UFC
Lactobacillus acidophilus 1082 10° UFC
Bifidobacterium lactis 108a10° UFC
Frutooligossacarideos (FOS) 5,59

Fonte: Rotulo do suplemento simbidtico (Lactofos®, SKL Functional Nutrition,
Séo Paulo, Brasil)

Os participantes e o0s responsaveis foram questionados pelos
pesquisadores quanto ao consumo dos mesmos por meio de ligacbes
telefénicas feitas a cada 15 dias. Foi solicitado que os participantes
mantivesem a sua dieta habitual durante o periodo de intervencéo e, que
evitassem o consumo de alimentos que contenham prebidtico e
probidticos, durante a realizacdo do estudo, sendo fornecida uma lista
com exemplo destes alimentos (APENDICE C).
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5.1.1.5 Avaliacdo clinica

A avaliacdo dos individuos foi realizada por meio da coleta dos
seguintes dados: numero de exacerbacfes pulmonares, avaliagdo do
apetite do individuo, efeitos adversos (borborismo, diarreia, constipacao,
vOmito, regurgitacdo, nauseas e flatuléncia), incidéncia de infeccdes
(avaliacdo por meio de informacdes clinicas e de exames laboratoriais
de rotina), necessidade e duracdo da antibioticoterapia (tipo de
antibidtico) utilizado durante a participacdo no estudo. Também foi
avaliada a aceitacdo e a tolerancia aos suplementos (adequacdo do uso
segundo as recomendagBes, sensacdo agradavel, desagradavel ou
indiferente durante o uso) no momento da coleta final (APENDICE D).

5.1.1.6 Determinacéo bacteriologica

As amostras de escarro expectorado foram obtidas pela manha
com os pacientes em jejum de 10 horas, tendo o paciente sido orientado
para higiene oral apenas com agua. O material foi processado logo apés
a coleta, segundo metodologia de Gilligan, Kiska e Appleman (2006) e
em seguida, avaliado microscopicamente (NIKON E200, Chiyoda,
Toquio, Japdo) pelo método de Gram (GILLIGAN et al., 2006). Os
homogeneizados formados a partir de 0,5 ml da porcdo purulenta do
escarro adicionado a 1 mL de solucéo salina estéril foram inoculados em
placas individuais contendo agar sangue de carneiro (Oxoid, Sdo Paulo,
Brasil), 4gar chocolate suplementado com 0,1% de extrato de levedo
(Oxoid, Sao Paulo, Brasil) e com 20 pg/mL de nicotinamida adenina
dinucleotideo (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missouri, EUA), é&gar
Mack Conkey (Oxoid, S&o Paulo, Brasil), meio seletivo para "B.
cepacia” (Oxoid, Sdo Paulo, Brasil) e 4gar Manitol (Oxoid, Sdo Paulo,
Brasil). A placa de &gar chocolate foi incubada em sistema de
microaerofilia. As placas restantes foram incubadas em aerobiose, em
estufa, a 37°C. As placas foram examinadas, por meio da contagem das
Unidades Formadoras de Coldnias (UFC), ap6s 48 horas, mantidas a
temperatura ambiente e reexaminadas (nova contagem das UFC) apds
96 horas do tempo inicial. A indicacdo de presenca de infeccdo para FC
foi realizada a partir da contagem das UFC (>10° UFC/mL de um
patégeno) (GILLIGAN et al.,, 2006). Este exame foi realizado pelo
Laboratério prestador de servigos ao HIJG Ciéncia Laboratério Médico
Ltda®, Floriandpolis, SC.
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5.1.1.7 Avaliagdo do hébito intestinal

Com a finalidade de verificar a tolerancia aos suplementos foram
perguntadas questdes referentes a frequéncia e consisténcia das fezes,
avaliadas por meio da escala de Bristol adaptada e validada para
criancas (LANE et al., 2011) (ANEXO A) (Formulario — APENDICE
E) (1: pedagos separados, 2: forma de salsicha segmentada, 3: forma de
salsicha com fendas, 4: forma de salsicha lisa e mole, 5: pedacos moles,
6. pedacos aerados, 7: aquosa) (LANE et al., 2011). Os sintomas
gastrointestinais (excesso de flatuléncia no reto, distensdo abdominal,
borborismos e dores abdominais), foram avaliados por meio de uma
escala de quatro pontos (1: nenhum, 2: leve, 3: moderado, 4: grave)
(BOUHNIK etal., 1997) (APENDICE F).

5.1.1.8 Avaliagdo do estado nutricional
5.1.1.8.1 Atropometria

As medidas antropométricas foram realizadas de acordo com a
metodologia proposta pela World Health Organization (WHO, 1995)
por um nutricionista treinado. Para aferi¢do do peso foi utilizada balanca
digital BK 50 F (Balmak®, Santa Barbara d'Oeste, Sdo Paulo, Brasil),
com capacidade maxima de 150 kg e resolucdo de 0,1 kg. O paciente foi
pesado em jejum, com a bexiga vazia, sem sapatos e com roupas leves
(WHO, 1995). A estatura foi verificada por meio de um antropémetro
(Alturaexata®, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), com escala de
precisdo de 0,1 cm. O paciente foi posicionado sobre a base do
antropdmetro, estando descalco, ereto, com o peso do corpo distribuido
igualmente sobre ambos os pés, colocando as superficies posteriores dos
calcanhares, as nadegas e a regido occipital em contato com a escala de
medida e com a cabeca orientada de modo que a linha de visdo fique
perpendicular ao corpo, ou seja, paralela ao solo. O avaliado foi
orientado a inspirar profundamente e, em apneia respiratoria, foi
mensurada a estatura em metro e com uma aproximagdo de 0,1 cm. A
referéncia para a mensuracdo foi o ponto mais alto da cabeca com
pressao suficiente para comprimir o cabelo (WHO, 1995).

O estado nutricional foi classificado com base nos critérios WHO
(WHO, 2006), usando escores z de altura para idade (z-E/l), peso-para-
idade (z-P/I) e o indice de massa corporal para a idade (z-IMC/I).
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5.1.1.8.2 Composicéo corporal

As medidas das dobras cutaneas foram realizadas segundo a
metodologia da WHO (1995), no lado direito do corpo, com o sujeito
disposto em posigdo ereta. As dobras cuténeas foram aferidas utilizando
0 Compasso de Dobras Cutineas Lange skinfold caliper® (Beta
Tecnology Corporated - Santa Cruz, Califérnia, EUA), com
aproximacdo de 0,5 mm. A dobra cuténea triciptal (DCT) e a dobra
cutanea biciptal (DCB) foram pingadas no ponto médio do brago, sendo
a DCB na face anterior e a DCT na posterior. A dobra cutanea sub-
escapular (DCSE) foi pingada abaixo do angulo inferior da escépula
direita, aproximadamente a 45° do plano horizontal, e a dobra cutanea
supra-iliaca (DCSI) foi obtida obliguamente em relacdo ao eixo
longitudinal, na metade da distancia entre o Ultimo arco costal e a crista
iliaca, sobre a linha axilar medial. A circunferéncia do braco (CB) foi
obtida no ponto médio lateral entre o ponto acromial da escépula e o
olécrano da ulna com uma fita métrica ineldstica, com aproximagao de
0,1 centimetros. O sujeito foi orientado a permanecer de pé, com 0s
bragos estendidos livremente préximos ao corpo e com as palmas
voltadas para as coxas. Para todas as medidas foram realizadas trés
afericbes, sendo utilizada a média para as analises.

Para a estimativa do percentual de gordura corporal (%GC) foram
utilizadas as férmulas propostas por Weststrate e Deurenberg (1989) de
acordo com o sexo e faixa etéria (zero a 16 anos), a partir da somatoria
das quatro dobras cutaneas (DCB, DCT, DCSE e DCSI), que reflete
uma relagdo entre o percentual de gordura e a densidade corporal. As
formulas utilizadas para o céalculo da densidade corporal e do %GC
estdo descritas no Quadro 4.

A érea muscular do brago (AMB) e a &rea gordurosa do braco
(AGB) foram calculadas de acordo com as férmulas propostas por
Frisancho (1981) em z-escore, por meio do programa Siscres
Crescimento e Desenvolvimento (Campinas, Sao Paulo, Brasil).
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Quadro 4 — Equacdes para o célculo da Densidade Corporal e
Percentual de Gordura Corporal.

Densidade Corporal (D)

Meninos e meninas de 0 até menores de 2 anos

D = {0,0016 (idade em meses)®°} —[0,0719 x log (3’ 4 dobras)]

Meninos de 2 até 16 anos

D =[1,1315 + 0,0018 (idade em anos - 2)] —[0,0719 — 0,0006 (idade
em anos —2)] x log (3 4 dobras)

Meninas de 2 até menores de 11 anos

D =[1,1315+ 0,0004 (idade em anos - 2)] —[0,0719 — 0,0003 (idade
em anos —2)] x log (3 4 dobras)

Meninas de 11 até 16 anos

D =[1,1315 + 0,0031 (idade em anos - 10)] —[0,0719 —0,0003 (idade
em anos —2)] x log (3" 4 dobras)

Percentual de Gordura Corporal (% GC)

Meninos e meninas de 0 até menores de 2 anos

%GC = {[585 — 4,7 (idade em meses)®®]/ D} - [550 — 5,1 (idade em
meses)®°]

Meninos de 2 até 16 anos

%GC = {[562 - 4,2 (idade em anos - 2)] / D} - [525—4,7 (idade em
anos - 2)]

Meninas de 2 até menores de 10 anos

%GC = {[562 —1,1 (idade em anos - 2)] / D} - [525— 1,4 (idade em
anos - 2)]

Meninas de 10 até 16 anos

%GC = {[553 - 7,3 (idade em anos - 10)] / D} - [514 - 8,0 (idade em
anos - 10)]

¥ 4 dobras =somatorio das dobras cutaneas bicipital, tricipital, subescapular e
supra-iliaca.
Fonte: Weststrate e Deurenberg (1989).

5.1.1.8.3 Triagem nutricional

Neste estudo foi aplicada a ferramenta de triagem de risco
nutricional a qual contém informacGes referentes a trés categorias:
ganho de peso, velocidade de crescimento e IMC (MCDONALD, 2008).
Em seguida sd@o dadas pontuagdes conforme as recomendacdes
propostas pela Fundacdo Americana de Fibrose Cistica. PontuacGes de 0
a 1 equivalem a baixo ou nenhum risco; escores de 2 a 3 refletem risco
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moderado; e escore igual ou superior a 4, alto risco (ANEXO B). Em
casos de criangas com idade igual ou superior a 10 anos, o instrumento
requer a avaliagdo de maturagdo sexual. Para tal, foi utilizado, de acordo
com o recomendado pela prépria triagem, a avaliagdo auto administrada
(TANNER, 1975), validada previamente, por meio da utilizacdo de
figuras ilustrativas em que o préprio paciente aponta seu grau de
maturacdo (MORRIS e UDRY, 1980) (ANEXO B).

5.1.1.9 Avaliacdo do consumo alimentar

O consumo alimentar foi avaliado com o intuito de conhecer o
hébito alimentar das criangas e adolescentes com relagdo ao consumo de
alimentos que contenham prebiético, probiético ou simbiético. Este foi
avaliado por meio do questionario de freqiiéncia de consumo alimentar
(QFA) de acordo com a faixa etéria dos pacientes. Para as criangas com
idade entre 6 a 10 anos foi utilizado o QFA adaptado e validado para
essa faixa etaria (PINTO, 2009) (ANEXO C), assim como QFA para
avaliar o consumo alimentar em adolescentes com a faixa etéria de 11 a
15 anos de idade (VOCI, 2006) (ANEXO D).

O QFA foi conduzido por um nutricionista treinado, o qual
questionou os responsaveis pelas criangas e/ou adolescentes com relacéo
ao consumo alimentar nos dltimos 3 meses. O QFA foi realizado apenas
no momento basal para avaliar o consumo anterior dos participantes e
utilizar o valor referente ao consumo enérgico nas analises estatisticas.

5.1.1.10 Escore de Shwachman-Kulczycki

O escore de Schwachman-Kulczycki foi utilizado para classificar
a gravidade da doenca. O escore pontua as atividades gerais, exame
clinico, estados nutricionais e achados radiolégicos. Cada item apresenta
0 mesmo peso (vinte e cinco pontos) e o total de cem pontos representa
o escore perfeito. O estado do paciente foi considerado “excelente”
quando o escore foi igual ou acima de 86, “bom” quando o escore
estiver entre 71 e 85, “médio” entre 56 e¢ 70, “moderado” entre 41 e 55,
e “grave” quando foi igual ou inferior a 40 (SHWACHMAN e
KULCZYCKI, 1958) (ANEXO C).

5.1.1.11 Avaliacdo da funcdo pulmonar

O exame de capacidade da funcdo pulmonar, espirometria, foi
realizado pela equipe de enfermagem do HIJG. O equipamento utilizado
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foi 0 espirometro (Puritan-Bennett Corporation®), modelo Renaissance
Spirometry System (Wilnington, Carolina do Norte, Estados Unidos da
América). A metodologia para a realizacdo do exame e classificacdo da
funcdo pulmonar foi realizado conforme PELLEGRINO et al. (2005). O
estudo utilizou os valores do VEF: para classificar a obstrucdo
pulmonar. O resultado foi considerado na média quando maior ou igual
a 70%, moderado entre 60-69%, moderadamente grave entre 50-59%,
grave entre 35-49% e muito grave quando menor que 35%.

5.1.1.12 Amostras biol6gicas

A coleta de sangue foi realizada pelo laboratério prestador de
servicos ao HIJG, Ciéncia Laboratério Médico Ltda®, com os individuos
em jejum de 10 horas. O sangue foi coletado na veia cubital com
seringas e agulhas descartaveis em tubos adequados por um profissional
capacitado.

5.1.1.8.12.1 Hemograma

O hemograma foi analisado no sangue total pelo método semi-
automatizado. Os valores de referéncia utilizados para as hemaécias,
hemoglobina, hematocrito, leucécitos, neutrofilos segmentados e
linfocitos foram com base na literatura (WALLACH et al., 2013). Todas
as andlises foram realizadas com o equipamento Cobas Mira (Roche®,
Rio de Janeiro, Brasil). Este exame foi realizado no Laboratério Ciéncia
Laboratério Médico Ltda®, Florianépolis, SC.

5.1.1.8.12.2 Analise dos marcadores inflamatorios

As amostras de sangue foram centrifugadas & 2.500 rpm por 10
minutos para obtencdo do soro. Apds a centrifugacdo, as amostras de
soro foram transferidas para frascos do tipo eppendorfs, devidamente
identificados e congeladas a -80°C para posterior andlise de cada
marcador inflamatdrio.

As concentragdes séricas de IL-1p, IL-12, TNF-q, IL-10, IL-6 €
IL-8 foram determinadas por meio da citometria de fluxo usando o Kit
de citocinas inflamatérias Cytometric Bead Array comerciais em um
citometro de fluxo FACS Canto Il da BD-Biosciences®-San
Diego/CAJ/USA, com a ajuda do programa de software Cell Quest-Pro.
As curvas padrdo para cada citocina foram plotadas e as concentragdes
de cada amostra de teste foram calculadas usando o programa FCAP
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array v.1.0.2 (BD-Biosciences®-Osasco/SP/Brasil). A atividade de MPO
foi avaliada usando o método colorimétrico ELISA (Organon-
Tecknica®-Roseland/New-Jersey/USA)(RAO et al., 1993) e os
metabdlitos de 6xido nitrico (NOx) foram determinados usando a reacao
de Griess (GREEN et al., 1982). Determinou-se a concentracdo de
proteina C-reativa de alta sensibilidade com base na nefelometria
usando o reagente CardioPhase®-hs-CRP e o equipamento BN® Il
(Siemens-Healthcare-Diagnostics-Tarrytown/New-York/USA). A
contagem de glébulos brancos foi analisada usando um método semi-
automatizado com o auxilio do equipamento Heco 5 Plus (Radim-
Company®-Pomezia/Roma/Itélia). (WALLACH, 2013)

5.1.1.13 Ponderac&o riscos/ beneficios das avaliagdes

A coleta de sangue para as andlises bioquimicas causa réapido
desconforto ou dor, dependendo da sensibilidade do paciente, no
momento da coleta, quando se introduz a agulha. Estes exames s&o
necessarios para o diagnéstico do estado nutricional e verificar as
condi¢Bes de inflamacdo antes e apds a suplementacdo com o simbibtico
e 0 placebo.

5.1.1.14 Andlise estatistica

Os dados foram organizados e registrados em banco de dados no
programa Microsoft Office Excel 2007® com dupla entrada. As variaveis
quantitativas foram descritas e apresentadas em médias e desvios padrdo
da média quando a distribuicdo era simétrica ou em mediana e intervalo
interquartil quando for assimétrica. As variaveis nominais foram
descritas em categorias de frequéncia a partir do aparecimento nos
grupos descritos. O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para determinar a
normalidade dos dados. As diferencas entre GC, GPFC e GSFC foram
analisadas usando analise de variancia ou o teste de Kruskal-Wallis
seguido de testes post-hoc de Bonferroni e Mann-Whitney,
respectivamente. Os dados com distribuicdo ndo gaussiana foram
submetidos a normalizacdo logaritmica. A esfericidade e a
homogeneidade dos dados foram avaliadas utilizando o teste de
Mauchly e o teste de Levene, respectivamente. As alteraces nos
marcadores da fungdo pulmonar, estado nutricional e inflamacéo apds
suplementagdo (placebo ou simbiético) e ao longo do tempo (final e
basal) foram analisadas usando um modelo linear generalizado de
medidas repetidas para determinar o possivel efeito de uma interagéo
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intra-sujeito e inter-sujeito na variavel dependente. As andlises foram
ajustadas para sexo, idade e consumo de energia. Devido a falta de
dados, a andlise de intencdo de tratar incluiu uma andlise principal
usando multiplas imputagGes. Foram criados cinco conjuntos de dados
imputados utilizando as seguintes varidveis de predicdo: sexo, idade,
VEF1, E/l, IMC/l, %GC, AMB, AGB, MPO, NO¥x, IL-12, TNF-qa, IL-
10, IL-6, IL-1p e IL-8. O tamanho do efeito foi calculado usando
Cohen’s d (d) ajustado para uso em medidas repetidas e para a remogao
de viés de pequenas amostras nas estimativas de efeitos padronizados
(COHEN, 1992). Os tamanhos de efeitos foram considerados triviais (<
0,20), pequenos (entre 0,20 e 0,49), médio (entre 0,50 e 0,79) ou grande
(> 0,80) (COHEN, 1992). O Cohen’s d foi calculado usando uma
calculadora de tamanho de efeito (http://www.sportsci.org/index.html).
Andlise estatistica: SPSS v16.0 para Windows™ e p < 0.05 foi
considerado indicativo de significancia estatistica.

5.1.2 ETAPA 2: Composic¢do da microbiota intestinal e inflamacéo
intestinal

Com a parceria estabelecida durante o Doutorado Sanduiche
objetivou-se ampliar este estudo com a analise da microbiota intestinal
de um novo grupo de pacientes com FC comparados com um grupo
controle. Estas andlises foram realizadas durante o Doutorado Sanduiche
no Laboratorio di Infettivologia, Dipartimento di Scienze Mediche
Traslazionali, Universita Degli Studi di Napoli — Federico IlI, em
Néapoles, Italia, no periodo de 01/03/2016 a 31/03/2017.

5.1.2.1 Desenho do estudo

Estudo clinico transversal realizado no HIJG/SC, no periodo de
Marco/Dezembro de 2016, com pacientes portadores de FC, atendidos
para tratamento no ambulatério do HIJG/SC e cadastrados na
Associagdo Catarinense de Assisténcia ao Mucovisiddtico (ACAM) e
pacientes atendidos no ambularério de puericultura do HIJG/SC.

5.1.2.2 Aspectos éticos do estudo

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana
da Universidade Federal de Santa Catarina (#48959715.2.1001.0121) e
do HIJG/SC (#029/2012) e esta registrado no Registro Brasileiro de
Ensaios Clinicos (RBR-5BYRSC). O Termo de Consentimento Livre e



80

Esclarecido foi assinado pelos responsaveis das criangas e adolescentes,
que também concordaram em participar do estudo (APENDICE G).

5.1.2.3 Sujeitos

O tamanho requerido de amostra calculado por diferenca de
média foi de 18 para cada grupo (programa OpenEpi®, proporcéo de
expostos a ndo expostos de 1,0, poder de 80% e nivel de confianca de
95%). A amostra foi composta por 36 criancas e adolescentes alocados
em grupo controle [GC, n = 17, mediana da idade: 3,00; intervalo
intercuartil (IQR): 0,60 - 7,00 anos] e grupo fibrose cistica [GFC, n =
19; mediana da idade: 4,00; IQR: 1,10 - 9,50 anos]. Os pacientes com
FC foram distribuidos em antibioticoterapia (FCAB) e ndo faz uso de
antibioticoterapia (FCnAB). Os critérios de inclusdo para 0 GFC foram
ter diagnostico de FC (teste de suor de cloreto > 60 mmol/L) e ser
clinicamente estavel pelo menos 30 dias antes do processo de coleta de
dados (PEREIRA et al., 2014). Os individuos no GC eram pareados por
idade e sexo com GFC, auséncia de FC e IMC normal (WHO, 2006;
WHO, 2007). Os critérios de exclusdo para todos os grupos foram a
presenca de febre, trauma e doencas: doencas celiaca, respiratoria,
inflamatoria, intestinal,  reumaética,  psiquiatrica,  degenerativa,
cardiovascular, diabetes, imunodeficiéncia renal, priméria ou secundaria
e intolerancias (glicose, lactose); drogas em uso, como horménios,
antiinflamatérios ndo hormonais, inibidores da bomba de prétons,
corticosterdéides orais, inalatorios e intravenosos, cloridrato de ranitidina,
imunossupressores,  anti-histaminicos, prebiodticos, probiéticos e
simbidticos, até 30 dias antes da coleta de dados. A suplementacéo
diaria vitaminas e minerais e de enzimas como parte do protocolo foi
levada em consideracdo conforme relatado na ETAPA 1.

5.1.2.4 Avaliacdo clinica, indice de massa corporal, funcéo pulmonar e
gravidade da doenca

A idade, sexo, data de nascimento, data do diagndstico de FC,
colonizacdo, tratamento antibidtico e mutacdo foram coletados nos
prontudrios médicos do paciente. As informacgdes sobre aleitamento
materno, uso de férmulas infantis, tipo de parto e introducéo de nutri¢éo
sélida foram coletadas diretamente com os pais durante o estudo.

Os dados antropométricos (altura e peso) foram coletados de
acordo com a metodologia relatada na ETAPA 1. O IMC foi classificado



81

com base nos critérios da WHO (1995) e utilizado os softwares Anthro e
AnthroPlus (WHO, Genebra/Suica) (WHO, 2009; WHO., 2011).

A determinacdo bacteriologica e a funcdo pulmonar (avaliada
pelo FEV:1) foram descritas na ETAPA 1, assim como a gravidade da
doenca que foi determinada com base no Shwachman-Kulczycki (score
S-K) também descrito na ETAPA 1.

5.1.2.5 Anélise da inflamacéo intestinal

Os pacientes coletaram as fezes no HIJG no dia da consulta. Para
andlise da calprotectina fecal, as fezes foram coletadas em recipientes de
plastico e entregues diretamente no Ciéncia Laboratério Médico Ltda®.
A calprotectina fecal, foi medida pelo teste imunoenzimarico
RIDASCREEN® Calprotectina (R-biopharm-AG). As amostras com
uma concentragdo de calprotectina fecal de 0 - 50 pg/g de fezes foram
consideradas normais, valores entre 50 - 100 pg/g de fezes sdo
intermediarios e wvalores superiores a 100 pg/g de fezes indicam
inflamacéo intestinal (FAGERBERG et al., 2003).

5.1.2.6 Hibridacdo fluorescente in situ (FISH)

Os pacientes foram orientados a coletar as fezes no hospital no
dia da consulta conforme rotina pré-estabelecida. As fezes foram
coletadas com um canudo de pléastico de 4 cm de comprimento e 3 mm
de didmetro; o canudo foi introduzida nas fezes de 4 - 10 mm e colocada
dentro do tubo Falcon de 50 mL, fixada com 30 mL de solugdo de
Carnoy composta por etanol, acido acético glacial e cloroférmio (6/6/1,
respectivamente) (Dindmica Quimica Contemporanea Ltda®) durante 24
horas a temperatura ambiente e depois mantidos refrigerados a 4°C até a
analise (SWIDSINSKI et al., 2008).

As amostras de fezes fixadas na solu¢cdo de Carnoy foram
incorporadas em parafina, cortadas longitudinalmente em seccoes de 4
um, colocadas em ldminas SuperFrost (Thermo Scientific, Italia) e
desparafinadas com xileno e etanol (VWR Chemicals, Reino Unido).
Em seguida, incubou-se com solugdo de hibridagdo (Tris-HCL 20 M,
NaCl 0,9 M, SDS a 0,1% e formamida a 1%, pH 7,4) com 100 ng de
sondas oligonucleotidicas de controle positivo de EUB (EUB I, EUB ||
e EUB I11) (SWIDSINSKI et al., 2008). As laminas foram incubadas a
50°C durante 45 min com tampédo de hibridacdo com 25 ng das
respectivas sondas para Bacteroides, Bifidobacterium, Veillonella, L.
paracasei, Escherichia (E.) coli, Clostridium (C.) difficile, Firmicutes,
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P. aeuroginosa, Eubacterium (E.) rectale e Faecalibacterium (F.)
prausnitzii, e visualizadas e quantificadas por contagem usando um
microscopio de epifluorescéncia Nikon 80i Eclipse com uma Nikon
DS-U2 e um software de imagem NIS-Element (Nikon/Téquio/Japéo)
(SWIDSINSKI et al., 2008). Bactérias com distribuicdo desigual ou
concentracdo global baixa foram enumeradas dentro de areas maiores
de 100 x 100 pm, em campos microscopicos inteiros, ou nasuperficie
total do cilindro fecal. Todas as contagens foram realizadas com uma
ampliacdo de 1.000 vezes. A conversdo dos nimeros dentro de areas
microscopicos definidos para concentracdes de bactérias por mililitro
foi baseada no célculo de que uma amostra de 10 pL com uma
concentracdo celular de 107 celulas/mL tem em média 40 células por
campo (SWIDSINSKI et al., 2008).

As amostras foram analisadas com a sonda de mistura Eub338
conjugada com isotiocianato de fluoresceina (FITC, sinal verde) na
extremidade 5' (controle positivo) (DAIMS et al., 1999), e uma sonda
especifica da espécie foi conjugada com uma Unica molécula de
carbocanina fluorescente (Cy3, vermelho sinal). Todas as sondas foram
adquiridas na MWG Eurofins Operon Ebersberg, Alemanha.

5.1.2.7 Anélise estatistica

A distribuicdo dos dados foi avaliada por meio do teste de
Shapiro-Wilk e quando necessario, os dados foram submetidos a
normalizacdo logaritmica.

Para a caraterizacdo da populagdo e avaliacdo da diferenca entre
0s grupos controle e FC com relagdo a calprotectina fecal e composigéo
da microbiota intestinal foi utilizados o teste “t” de Student, o teste de
Mann Whitney quando as variaveis eram assimétricas e o qui-quadrado
quando categoricas.

O GFC foi subdividido em antibioticoterapia (FCAB) e ndo faz
uso de antibioticoterapia (FCnAB) para a realizacdo do teste de Kruskal
Wallis com o teste de Mann Whitney como post hoc com correcdo de
Bonferroni.

A calprotectina fecal foi utilizada de forma continua e agrupada
em auséncia de inflamacéo (0 - 50 pg/g) e inflamacéo intermediaria e/ou
grave (> 50 ng/g).

A correlacio de Spearman foi calculada separadamente
considerando o GC e GFC para avaliar a correlacdo entre IMC,
microrganismos intestinais e inflamagao intestinal.

Foram utilizadas analises de regressdo linear multipla para
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investigar a relagdo entre o tipo de alimentacéo e o tipo de parto com a
calprotectina fecal e 0s microrganismos intestinais. Andlise estatistica:
SPSS verséo 16.0 para Windows™ e p < 0,05 foi considerado indicativo
de significancia estatistica.

5.1.2.8 Realizacdo do doutorado sanduiche no exterior

Durante 13 meses (marco de 2016 a margo de 2017), foi realizado
0 estagio de Doutorado Sanduiche no Exterior no Laboratorio di
Infettivologia, Dipartimento di Scienze Mediche Traslazionali,
Universita Degli Studi di Napoli — Federico Il (Napoles, Italia). Este
estagio foi supervisionado pelo médico pediatra, Dr. Alfredo Guarino. A
proposta foi relacionada ao aprendizado da técnica hibridacdo
fluorescente in situ e posteriormente a realizacdo das andlises das
amostras dos participantes do presente estudo. Por outro lado, a proposta
incluiu o conhecimento das técnicas realizadas pela equipe e auxilio na
discussdo dos dados. Foi organizado o seguinte plano de trabalho entre a
orientadora no Brasil e o supervisor no exterior:

e Aprendizagem e realizacdo da técnica de hibridizagdo
fluorescente in situ, (FISH, do inglés: fluorescence in situ
hybridization).

e Discusséo dos dados e estruturacéo e redagdo dos manuscritos.

e A participacdo em projetos do grupo de pesquisa que ocorreram
de forma paralela as demais atividades e de acordo com a demanda do
laboratorio e do supervisor.
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6 RESULTADOS

6.1 ETAPA 1. AVALIAGAO DA SUPLEMENTACAO COM
SIMBIOTICO

6.1.1 Caracterizacdo da amostra

Durante o estudo, todos os participantes estavam clinicamente
estaveis, ndo apresentavam esteatorreia e/ou ma digestdo, e utilizavam
enzimas de acordo com as recomendacbes das Diretrizes de Pratica
Clinica (LAHIRI et al., 2016). Em relagdo as bactérias patogénicas,
57,9% dos pacientes no GPFC e 45,5% no GSFC estavam colonizados
por uma ou mais bactérias. As bacterias mais prevalentes foram S.
aureus (47,7%) e B. cepacea (21,1%) no GPFC, bem como S. aureus
(18,2%) e P. aeruginosa (22,7%) no GSFC.

O sexo masculino predominou no GPFC e GSFC e 0 sexo
feminino predominou no GC (64,7%). Ambos os grupos de pacientes
apresentaram pontuacdo média alta do escore S-K (GPFC: 81,88 +
16,02%; GSFC: 82,78 + 8,70%). O estado fisico geral foi classificado
como “excelente” ou “bom” em 75% do GPFC e 88,9% do GSFC e ndo
houve pacientes com FC classificados como estado fisico geral
“severo”’. GPFC e GSFC apresentaram valores médios de VEF1 > 70%
na classifica¢do de obstrucdo pulmonar (p = 0,885) (Tabela 2).

O consumo de energia entre GPFC e GSFC foi semelhante, sem
diferenga significativa (p = 0,214) antes da suplementacdo (Tabela 2).

Em relacdo aos marcadores do estado nutricional, z-IMC/I, z-
E/l, z-P/l, z-AGB, z-AMB e %GC diferiram significativamente entre o
GC e os grupos de pacientes com FC (p <0,05), sem diferenca
significativa entre 0 GPFC e o GSFC. Os grupos de pacientes diferiram
significativamente um do outro apenas em relagdo a z-P/l (p < 0,001)
(Tabela 2).

Diferencas significativas nos marcadores de resposta
inflamatoria PCR e mondcitos foram encontrados quando o GPFC e
GSFC foram comparados ao GC (p < 0,001) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Dados de identificacdo e marcadores clinicos, nutricionais e inflamatérios séricos do grupo controle (GC),
grupo fibrose cistica (GFC): Grupo placebo FC e Grupo simbiético FC (Continua).

Variawis GC (n =17) GFC (n =41) p-valor
Grupo placebo FC (n = 19) Grupo simbidtico FC (n = 22)
Demograficas/Clinicas
Idade (anos)*® 8,55 +3,03 10,74 + 2,54 9,59 +2,79 0,071
Sexo (n,% Masculino) 6 (35,3) 10 (52,6) 12 (54,5) -
S-K escore (pontos)™€ NA 81,88 + 16,02 82,78 £ 8,70 0,885
VEF1 (%)*® NA 74,44 (51,20 - 97,01) 88,86 (58,55 - 97,00) 0,855
Ingestdo energética #®
Energia (kcal) NA 2.727,09 (2.336,47 - 3.476,16) 2.586,46 (1.844,21 -3.094,71) 0214
Estado Nutricional®
z-IMC/I* 0,22 +1,36% -1,21 +1,12° -0,58 + 1,222b <0,001
z-E/1* -0,32 + 1,142 -1,03 +1,23° -0,78 + 1,34b¢ 0,005
z-P/1* -0,03 £ 1,242 -1,89 + 0,92 -0,67 + 1,092¢ 0,003
z-AGB* -033 £ 1,122 -0,73 £ 0,89° -0,51 * 1,02°¢ 0,007
z-AMB* -0,32 + 1,632 -1,69 +1,14° -1,25 +0,872b 0,004
GC (%)* 23,50 + 7,052 14,26 + 4,88° 15,98 + 5,87°¢ <0,001

S-K Escore: Shwachman-Kulczycki escore. NA: N&o se aplica. VEF:: Volume expiratério forgado no primeiro segundo. Estado nutricionalem z -
escore: IMC/I: Indice de massa corporal para idade. E/I: Estatura para a idade. P/I: Peso para a idade. AGB: Area gordurosa do brago. AMB:
Area muscular do braco e %GC: Percentual de gordura corporal. NOx: Metabdlitos do 6xido nitrico. hs-CRP: Proteina C-reativa de alta
sensibilidade. TNF-o: Fator de necrose tumoral alfa. *Valores expressos como média + desvio padrdo. *Valores expressos como mediana
(intervalo intercuartil 25° - 75° percentil). Mesma letra ndo tem diferenca estatistica. € Teste ‘z” Student. ®Teste de Mann-Whitney. £ Teste
ANOVA e post-hoc de Bonferroni. ¥ Teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Mann-Whitney (p <0,05).
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Tabela 2 — Dados de identificacdo e marcadores clinicos, nutricionais e inflamatérios séricos do grupo controle (GC),
grupo fibrose cistica (GFC): Grupo placebo FC e Grupo simbi6tico FC (Concluséo).
Variawis GC (n =17) GFC (n =41) p-valor
Grupo placebo FC (n=19)  Grupo simbidtico FC (n = 22)

Marcadores Inflamatorios

NOX (umol/L)*£ 34,16 + 8,84 39,37 + 17,26 43,64 + 17,38 0,178
hs-CRP (mg/L)* ¥ 027 (0,18 - 0,397 2,15 (1,80 - 24,70)° 1,30 (1,00 - 3,55) <0,001
TNF-o (pg/mL) #¥ 053 (047 -0,73)F 047 (0,29 - 1,37)° 041 (0,00 - 1,16)P 0,505
Linfocitos 2,934 + 1,646 3,041 + 0,955 3,267 + 0,981 0,708
(celulas/mm3x 10%)*£

Mondcitos 381,00 (297,50 - 724,00 (553,00 - 1175,00)° 733,00 (576,50 - 855,00) <0,001
(celulas/mm?3)*£ 475,25)*

S-K Escore: Shwachman-Kulczycki escore. NA: Nao se aplica. VEF:1: Volume expiratério forgado no primeiro segundo. Estado nutricionalem z -
escore: IMC/I: indice de massa corporal para idade. E/I: Estatura para a idade. P/l: Peso para a idade. AGB: Area gordurosa do braco. AMB:
Area muscular do braco e %GC: Percentual de gordura corporal. NOx: Metabélitos do 6xido nitrico. hs-CRP: Proteina C-reativa de alta
sensibilidade. TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa. *Valores expressos como média + desvio padrdo. *Valores expressos como mediana
(intervalo intercuartil 25° - 75° percentil). Mesma letra ndo tem diferenca estatistica. € Teste ‘s’ Student. ®Teste de Mann-Whitney. £ Teste
ANOVA e post-hoc de Bonferroni. ¥ Teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Mann-Whitney (p <0,05).
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6.1.2 Efeito do simbidtico sobre os marcadores da funcéo pulmonar
e do estado nutricional

N&o houve diferenca significativa e interacdes entre 0s grupos
(GPFC e GSFC) e o tempo (final e basal) do VEF: (Tabela 3). Da
mesma forma, quando os grupos foram subdivididos em bacteriologia
negativa e positiva (Tabelas 4 e 5).

Em relagcdo ao estado nutricional, os aumentos foram encontrados
no %GC (GSFC: 15,98 + 5,87% vs 16,05 = 4,97%; GSFC com
bacteriologia positiva: 14,66 + 5,87% vs 15,35 + 4,58%), AMB (GSFC:
-1,25+ 0,86 z-escore vs-1,21 + 1,28 z-escore; GSFC com bacteriologia
negativa: -1,18 * 0,77 z-escore vs -1,07 + 1,49 z-escore) e z-IMC/I
(GSFC com bacteriologia positiva: -0,85 + 1,27 z-escore vs-0,76 + 1,25
z-escore), mas a diferenca ndo atingiu significancia estatistica
(Tabela 5).

6.1.3 Efeito do simbiético sobre os marcadores inflamatoérios

Ao avaliar o tipo de suplemento e o tempo de suplementagéo,
foi encontrada uma interagdo estatisticamente significativa em relacéo
aos marcadores inflamatorios IL-12 (p =0,010) e MPO (p=0,036). Ao
analisar o efeito de cada suplemento individualmente, ndo foram
encontradas diferencas significativas e um tamanho de efeito
importante. O NOXx diminuiu significativamente ap6s a suplementacdo
com o simbiotico no GSFC (p = 0,030, d = 0,79) (Tabela 3).

As citocinas pro-inflamatorias 1L-6 (d =0,42), IL-1p(d=0,39)
e IL-8 (d = 0,35) diminuiram ap6s suplementacdo no GSFC, mas as
diferengas ndo alcancaram significancia estatistica (Tabela 3). Na
andlise individual do efeito do simbidtico no GSFC com bacteriologia
positiva, foram encontradas diminuicGes significativas para IL-6 (0,91 +
0,52 pg/mL vs 0,45+ 0,49 pg/mL, d=0,72) e IL-8 (1,47 £ 0,23 pg/mL
vs 1,35+ 0,18 pg/mL, d = 0,58) (Tabela 5).

No GSFC bacteriologia negativa e positiva, a diminuicdo de NOx
ndo foi significativa, no entanto, teve um tamanho de efeito médio (p =
0,070, d = 0,74; p = 0,542, d = 0,75, respectivamente) (Tabela 5).



Tabela 3 — Funcéo pulmonar, estado nutricional e marcadores inflamatdrios séricos empacientes comfibrose cistica
suplementados complacebo ou simbiético.

Variawis Grupo placebo FC (n=19) Grupo simbiético FC (n = 22)

Basal Final p-valor Basal Final pvalor  ITwG* (p-valor)
Funcéo pulmonar *
VEF: (%) 7358 +2228 77,39 £21,76 0,427 80,25 +23,87 7599 £20,78 0,306 0,696
Estado nutricional *
z-IMC/1* -1,21 +£1,12 -1,20 £1,29 0,943 -0,58 £1,22 -0,68+ 1,13 0,120 0,589
z-E/I* -1,03 +£1,23 -0,87 £1,43 0,449 -0,78 £1,34 -0,66 £1,24 0,497 0,380
z-P/I* -1,98 +1,29 -1,79 £1,31 0,515 -0,67 £1,10 -0,88 £1,22 0,276 0,443
Z-AGB* -0,73 +£0,89 -0,74 £0,99 0,980 -0,51 £1,02 -0,59 £0,90 0,374 0,544
z-AMB* -1,70 £1,11 -1,34 £1,12 0,073 -1,25 +0,86 -1,21 +1,28 0,813 0,425
GC (%)* 14,41 + 4,79 14,78 + 4,18 0,624 15,98 +587 16,05 +4,97 0,419 0,644
Marcadores inflamatorios *
IL-12 (pg/mL) 0,68 +0,83 -0,04 £ 0,45 0,842 0,32 £ 0,54 0,49 +£0,90 0,250 0,010
TNF-a (pg/mL) -0,03 £0,70 -0,22 £0,91 0,916 -0,02 £0,78 -0,40 £1,33 0,125 0,759
IL-10 (pg/mL) 0,32 +£0,50 0,18 +0,50 0,495 0,35 + 0,56 0,13 +0,74 0,056 0,561
IL-6 (pg/mL) 1,04 £ 0,55 0,77 £0,77 0,158 0,71 £0,49 0,48 +0,45 0,074 0,540
IL-1B (pg/mL) 0,43 + 0,65 -0,28 +1,02 0,446 0,23 +£0,59 0,02 +0,84 0,321 0,486
IL-8 (pg/mL) 1,57 £0,38 1,46 £ 0,52 0,187 1,54 £0,25 1,41 +£0,37 0,053 0,583
MPO (mU/mL) 6,65 + 0,29 6,47 +0,40 0,321 6,56 + 0,19 6,52+ 0,17 0,532 0,036
NOx (umol/L) 3,68 £0,40 3,36 £ 0,67 0,319 3,71 £0,38 3,44 +0,38 0,030 0,400

VEF:: Volume expiratorio forgado no primeiro segundo. Estado nutricional emz-escore: IMC/I: Indice de massa corporal para idade. E/I: Estatura para a
idade. P/I: Peso paraaidade. AGB: Areagordurosa do brago. AMB: Area muscular do brago e %GC: Percentual de gordura corporal. IL-12: interleucina
12. TNF-o: Fatorde necrosetumoral alfa. IL-10: interleucina 10. IL-6: interleucin 6. IL-1p: interleucin-1beta. IL-8: interleucin 8. MPO: mieloperoxidase.
NOXx: Metabélitos do 6xido nitrico. I TvsG: Interagdo tempo versus grupo. Valores expressos como média + desvio padrio. £ Valores normalizados pela
transformagao em logaritimo na base 10.* Modelo linear generalizado paramedidas repetidas com ajuste paraidade e sexo. * Modelo linear generalizado
para medidas repetidas com ajuste paraidade, sexo e consumo de energia com avaliagdo da interacdo entre o tipo de suplemento (placebo ou simbidtico) e

o0 tempo de suplementacdo (Final - Basal) (p<0,05).
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Tabela 4 — Funcéo pulmonar, estado nutricional e marcadores inflamatérios séricos empacientes comfibrose cistica
suplementados complacebo (Grupo placebo FC) deacordo coma auséncia ou presenca de microrganismos patogénicos.

Variawis Grupo placebo FC bacteriologianegativa (n =8) Grupo placebo FC bacteriologiapositiva (n =11)
Basal Final p-valor Basal Final p-valor
Funcdo pulmonar *
VEF: (%) 87,78 + 36,89 90,00 + 27,73 0,709 77,96 + 23,83 68,75 £ 29,75 0,296
Estado nutricional *
z-IMC/I* -1,36 £0,97 -1,02 £0,93 0,565 -1,05 +1,58 -1,26 +1,55 0,425
z-E/1* -132 £142 -127 £141 0,132 -051 £1,28 -044 +131 0,416
z-P/1* -2,20 £1,30 -1,82 £1,19 0,073 -1,97 £1,23 -1,74 £1,44 0,643
z-ACB* -0,87 £0,86 -0,81 £0,88 0,852 -0,28 £0,86 -0,61 +0,82 0,071
z-AMB* -1,79 £1,22 -147 £1,16 0,278 -1,36 £1,26 -1,29 +1,17 0,843
GC (%)* 13,54 + 4,63 14,42 + 4,35 0,995 15,86 +5,25 15,36 + 4,88 0,616

Marcadores inflamatorios £*

IL-12 (pg/mL) 0,28 +0,78 014+033 0781 0,82 +1,05 0,01 +0,38 0,765
TNF-a (pg/mL) -0,84 +0,78 038 +039 0466 0,89 + 0,04 0,01 +0,93 0,677
IL-10 (pg/mL) 0,31 + 0,26 012+033 0892 0,36 + 0,55 0,25 + 0,48 0,828
IL-6 (pg/mL) 1,04 +0,74 062+065 0133 1,05 + 0,33 091 +0,74 0,357
IL-1B (pg/mL) 0,06 + 0,65 038 +086 0,940 0,92 +0,04 -0,13 +1,40 0,904
IL-8 (pg/mL) 1,57 + 0,43 155+050 0,999 1,57 +0,26 1,38 +0,39 0,188
MPO (mU/mL) 6,62 +0,27 649+027 0466 6,69 +0,23 6,45 + 0,29 0,730
NOXx (umol/L) 3,64 £041 340£029 0279 3,71 £042 3,32 £0,79 0,462

VEF;: Volume expiratério forcado no primeiro segundo. Estado nutricional em z-escore: IMC/I: Indice de massa corporal para idade. E/I: Estatura paraa
idade. P/I: Peso paraaidade. AGB: Areagordurosa do brago. AMB: Area muscular do brago e %GC: Percentual de gordura corporal. IL-12: interleucina
12. TNF-q: Fator de necrosetumoral alfa. IL-10: interleucina 10. IL-6: interleucin 6. IL-1p: interleucin-1beta. IL-8: interleucin 8. MPO: mieloperoxidase.
NOXx: Metabélitos do 6xido nitrico. Valores expressos como média + desvio padréo. £ Valores normalizados pela transformagao em logaritimo na base 10.
*Modelo linear generalizado para medidas repetidas comajuste para idade, sexo e consumo de energia (p<0,05).
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Tabela 5 — Funcéo pulmonar, estado nutricional e marcadores inflamatdrios séricos empacientes comfibrose cistica
suplementados comsimbidtico (Grupo simbiético FC) de acordo coma auséncia ou presenca de microrganismos patogénicos.

Variawis Grupo simbiético FC bacteriologianegativa (n = Grupo simbiético FC bacteriologiapositive (n =

12) 10)

Basal Final p-valor Basal Final p-valor
Funcdo pulmonar *
VEF; (%) 83,36 + 16,70 77,18 +19,93 0,618 75,60 + 33,25 74,21 +23,83 0,303
Estado nutricional *
z-IMC/1* -0,19 £1,25 -0,49 £1,15 0,102 -0,85 £ 1,27 -0,76 £1,25 0,427
z-E/1* -1,02 £1,24 -091 £1,18 0,316 -044 £1,36 -0,49 £131 0,189
z-P/1* -0,95 +£1,04 -1,09 £1,05 0,237 -0,15 +£1,11 -0,52 £ 1,47 0,484
z-AGB* -0,28 £ 1,00 -0,48 £ 0,72 0,683 -0,80 £ 0,01 -0,80 £ 0,89 0,616
z-AMB* -1,18 £0,77 -1,07 £1,49 0,942 -1,33 £1,00 -1,37 £1,01 0,889
GC (%)* 17,09 £5,89 16,63 + 5,43 0,450 14,66 + 5,87 15,35 + 4,58 0,729
Marcadores inflamatdrios £*
IL-12 (pg/mL) 0,19 +0,14 0,71 +1,09 0,192 0,49 +£0,70 0,22 £ 0,55 0,909
TNF-a (pg/mL) -041 £0,34 -0,80 +1,05 0,266 -0,19 +0,92 -0,22 +1,06 0,847
IL-10 (pg/mL) 0,34 +0,30 -0,00 +0,37 0,085 0,50 + 0,53 0,37 £ 0,57 0,458
IL-6 (pg/mL) 0,51 £0,40 0,52 £0,45 0,473 0,91 £0,52 0,45 £0,49 0,033
IL-1B (pg/mL) 0,04 £0,17 0,00 £ 0,46 0,985 0,13 +£0,86 0,79 £ 0,56 0,200
IL-8 (pg/mL) 1,59 + 0,28 1,50 £ 0,40 0,925 1,47 £0,23 1,35+0,18 0,009
MPO (mU/mL) 6,50 £ 0,17 6,54 £0,12 0,756 6,56 +£ 0,18 6,52 +0,18 0,314
NOXx (umol/L) 3,74 +0,38 3,47 £ 0,53 0,070 3,86 +0,46 3,54 +0,42 0,542

VEF.: Volume expiratorio forcado no primeiro segundo. Estado nutricional emz-escore: IMC/I: Indice de massa corporal para idade. E/I: Estatura para a
idade. P/1: Peso paraaidade. AGB: Areagordurosado braco. AMB: Area muscular do brago e %GC: Percentual de gordura corporal. IL-12: interleucina
12. TNF-a: Fatorde necrosetumoral alfa. IL-10: interleucina 10. IL-6: interleucin 6. IL-1p: interleucin-1beta. IL-8: interleucin 8. MP O: mieloperoxidase .
NOXx: Metabélitos do 6xido nitrico. Valores expressos como média + desvio padréo. £ Valores normalizados pela transformagao em logaritimo na base 10.
*Modelo linear generalizado para medidas repetidas comajuste para idade, sexo e consumo de energia (p<0,05).
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6.2 ETAPA 2 COMPOSICAO DA MICROBIOTA INTESTINAL E
INFLAMACAO INTESTINAL

6.2.1 Marcadores demogréficos, clinicos, inflamacdo intestinal e
microbiota intestinal

Os participantes do estudo foram pareados para sexo e idade, sem
diferenca entre os grupos (p > 0,05) (Tabela 6). O tipo de parto no GFC
foi na maioria por cesariana (73,7%) enquanto que no GC a maioria era
vaginal (52,9%). Com base no protocolo de suplementacéo, apenas um
paciente de GFC ndo suplementou com enzimas pancreéticas durante o
estudo. Em relacdo a amamentacédo exclusiva em ambos os grupos (GC:
76,5%, GFC: 73,7%; p = 0,003), a maioria dos pacientes amamentou por
menos de seis meses, o que justifica 0 aumento do uso de formulas para
lactentes (cerca de 70% em ambos o0s grupos) e a introducdo de
alimentos sélidos antes de terem seis meses de idade (Tabela 6). Néao
houve diferenca significativa entre os grupos quanto ao IMC, mostrando
gue o GFC ndo apresenta comprometimento nutricional (p = 0,186)
(Tabela 6). A maioria dos pacientes com FC apresentou a mutacdo
Phe508del (AF508) (68,4%) e apenas um paciente ndo apresentou essa
mutagdo, enquanto que os demais ndo apresentavam diagnosticado da
mutagdo durante o estudo (Tabela 6). O escore de gravidade da doenca e
a funcdo pulmonar do GFC sdo classificados como excelentes (88,57
pontos) e bons (80,67%), respectivamente. Cerca de 40% dos pacientes
com GFC foram colonizados e, destes, apenas 15,8% foram colonizados
por P. aeruginosa. Estes resultados estdo de acordo com o fato de que
cerca de 50% utilizavam antibidticos durante o estudo (Tabela 6).

A inflamacdo intestinal avaliada por calprotectina fecal foi maior
no GFC em relagdo ao GC (GFC, mediana: 40,80 pg/g, IQR: 19,80 -
87,10; GC, mediana: 20,15 ng/g, IQR: 16,20 - 31,00, p = 0,040) (Tabela
6). Cerca de 50% de GFC e 100% de GC apresentaram valores normais
de calprotectina. O que pode estar relacionado ao fato de que os
Bacteroides, Firmicutes, E. rectale e F. prausnitzii foram
significativamente diminuidos (p < 0,05) em GFC em comparagdo com
GC, enquanto que as bactérias C. difficile, E. coli e P. aeruginosa foram
significativamente aumentados no GFC (p < 0,05) (Tabela 7).



Tabela 6 —Dados de identificacdo e marcadores clinicos dos grupos controle e fibrose cistica.
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Variawis Grupo controle (n=17) Grupo fibrose cistica(n=19) p-valor

Idade'€ 3,00 (0,600 — 7,000) 4,00 (1,100 — 9,500) 0,552

Sexo, n (%)*£ Masculino 11 (64,7) 10 (52,6) 0,317
Feminino 06 (35,3) 09 (47,4)

Tipo de parto, Vaginal 09 (52,9) 05 (26,3) 0,237

n (%) Cesariana 07 (41,2) 14 (73,7)

Aleitamento materno, <6 meses 13 (76,5) 14 (73,7) 0,003

n (%)% > 6 meses 04 (23,5) 05 (26,3)

Foérmula infantil, Né&o 05 (29,4) 04 (21,1) 0,004

n (%)% Sim 12 (70,6) 14 (73,7)

Inicio alimentos <6 meses 06 (35,3) 11 (57,9) 0,866

sélidos, n (%)%% > 6 meses 11 (64,7) 07 (36,8)

IMC (kg/me)®* 17,07 £ 1,38 16,17 £2,01 0,186

Mutaco, n (%) Homozigoto Phe508del - 06 (31,6) -
Heterozigoto Phe508del - 07 (36,8) -
Outras - 01 (5,3) -

Shwachman-Kulczychiescore (pontos) - 88,57 + 10,88 -

VEF; (%)? - 80,67 +22,00 -

Colonization,n (%)>  Negativo - 07 (36,8) -
Pseudomonas - 03 (15,8) -
aeruginosa
Outras - 05 (26,3) -

Antibioticoterapia, Né&o 17 (100) 09 (47,4) -

n (%)° Sim - 10 (52,6) -

IM C: indice de massa corporal; VEF1: Volume Expiratdrio Forgado no Primeiro Segundo.

1 Valores em mediana e intervalo interquartil.? Valores em frequéncia e porcentagem.® Valores em média e desvio padréo.

€ Teste de Mann Whitney. £ Teste de qui-quadrado. ¥ Teste ‘t” de Student. SignificAncia p < 0,05.
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Tabela 7 — Inflamacdo intestinal e microbiota intestinaldos grupos controle e fibrose cistica.

Variawis

Grupo controle (n=17)

Grupo fibrose cistica(n=19)

p-valor

Marcador inflamatério intestinal #

Fecal calprotectin (ug/g fezes)
Microbiota Intestinal #
Bacteroides (x10%/mL fezes)

Bifidobacterium (x10°/mL fezes)

Veillonella (x10°%/mL fezes)
Firmicutes (x10%/mL fezes)

Eubacteriumrectale (x10%/mL fezes)
Clostridiumdifficile (x10°/mL fezes)
Lactobacillus paracasei (x10°/mL fezes)
Faecalibacterium prausnitzii (x10°/mL fezes)
Escherichia coli (x10%/mL fezes)
Pseudomonas aeruginosa (x10°/mL fezes)

20,15 (16,20 —31,00)

28,30 (19,30 — 38,00)
20,30 (14,65 —23,15)
0,70 (0,00 —11,35)
9,33 (1,55 — 12,17)
21,00 (16,00 — 23,00)
0,20 (0,13 —0,44)
3,17 (2,02 — 8,47)
14,00 (3,92 — 27,65)
0,67 (0,40 —1,60)
0,23 (0,15 — 0,53)

40,80 (19,80 — 87,10)

15,70 (1,10 — 24,65)
13,00 (5,52 — 21,20)
1,00 (0,00 —4,39)
0,97 (0,77 — 1,57)
10,70 (3,74 — 15,15)
0,50 (0,34 —1,02)
2,37 (1,79 — 5,74)
1,00 (0,17 — 11,50)
1,47 (1,02 — 2,67)
1,13 (0,87 —3,92)

0,040

0,034

0,120

0,821
<0,001
0,002

0,024

0,506

0,035

0,007
<0,001

*Valores apresentados emmedianae intervalo interquartil e realizado teste de MannWhitney. p <0,05.
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6.2.2 Avaliacdo do tipo de alimentacéo, tipo de parto, calprotectina
fecal e microrganismos intestinais

A andlise entre 0 uso de antibidticos pelo GF (FCAB e GC) com
calprotectina  fecal mostrou que a mediana do FCAB é
significativamente maior em relagdo ao GC (FCAB, mediana: de 62,95
ug/g de fezes, IQR: 21,80 - 136,63, GC, mediana: 19,80 pg/g de fezes,
IQR: 15,15 - 30,15; FCAB vs GC p = 0,015; p = 0,021). Embora a
mediana do grupo FCnAB tenha sido maior do que GC e menor que no
FCAB ndo foi significativa (FCnAB, mediana: 29,70 ug/g de fezes,
IQR: 7,25 - 54,35; FCnAB vs CG p = 0,357; FCAB vs FCnAB; p =
0,156).

Ao avaliar a relacdo (estratificada por GC e GFC) entre o tipo de
alimentacdo (aleitamento materno e férmula infantil) e o tipo de parto
com calprotectina fecal e microrganismos intestinais ajustados para sexo
e idade, a mesma foi significativa somente para a bactéria Firmicutes e
amamentacdo (< 6 meses, média: -0,7;, > 6 meses, média: 0,30, p =
0,006) no GFC.

6.2.3 Avaliacgdo do indice de massa corporal, calprotectina fecal,
microrganismos intestinais e antibioticoterapia

Observou-se uma correlacdo  positiva entre IMC e
Bifidobacterium (p = 0,003) (Figura 3a) e entre Bacteroides e L.
paracasei (p = 0,028) (Figura 4b) no GFC. Uma correlacdo negativa foi
encontrada entre a calprotectina com F. prausnitzii (p = 0,039) (Figura
4c¢) e com L. paracasei (p = 0,028) (Figura 3d) e entre Veillonella e E.
rectale (p = 0,027) (Figura 3e) no GFC.

A comparagdo da antibioticoterapia e microrganismo foram feita
por andlise de variancia e valores significativos foram encontrados entre
a terapia com antibiéticos e os microrganismos Bifidobacterium (p =
0,017) (Figura 4a), E. rectale (p = 0,006) (Figura 4b), Firmicutes (p =
0,002) (Figura 4c), C. difficile (p = 0,006) (Figura 4d), E. coli (p =
0,030) (Figura 4e) e P. aeruginosa (p < 0,001) (Figura 4f). Foiaplicado
um teste post hoc e observou-se diferenca significativa entre GC e
FCAB (Figura 4).
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Figura 3 — Correlagdo entre o indice de massa corporal, a calprotectina

fecal e 0s microrganismos intestinais.
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Figura 4 — Comparagdo entre antibioticoterapia e microrganismos

intestinais.
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7 DISCUSSAO

7.1 ETAPA 1: AVALIACAO DA SUPLEMENTACAO COM
SIMBIOTICO

Os resultados relativos & caracterizagdo da amostra corroboram
com estudos prévios que avaliaram a funcdo pulmonar, o estado
nutricional e os marcadores inflamatérios de pacientes com FC em
relacdo aos controles ndo FC. Em geral, essa populacdo apresenta
comprometimento da funcdo pulmonar e conseqiientemente do estado
nutricional, jA tendo mostrado uma relacdo entre ambos os fatores.
(SHEPHERD et al., 2001; DODGE e TURCK, 2006;
PANAGOPOULOU et al.,, 2014; REGISTRY, 2014) No que diz
respeito ao processo inflamatério, no presente estudo, pacientes com FC
também mostraram um aumento na concentracdo de marcadores pro-
inflamatoérios (PEREIRA et al., 2014).

Estudos que abordam o uso de suplementacdo com simbidtico ou
probidticos em FC sdo escassos, oferecem resultados conflitantes e
empregam diferentes metodologias, com diferencas na idade dos
participantes, marcadores avaliados e técnicas de analise. No entanto, o
uso desses suplementos na prevencdo ou tratamento de exacerbagdo
pulmonar e diminuicdo da freqiéncia de admissdes hospitalares de
pacientes com FC foi observado (TURCK et al., 2016). No presente
estudo, ndo foi encontrada diferenca significativa entre o GPFC eo
GSFC com bacteriologia positiva ou negativa na funcdo pulmonar
medida pelo VEF:. Do mesmo modo, em um estudo envolvendo 61
adolescentes e adultos com FC (idade média: 17,5 anos, intervalo
interquartil: 6 a 29 anos), suplementados com o probiético L. reuteri (x
10'° UFC) por seis meses. Apesar disso, 0s autores encontraram redugéo
significativa no ndmero de exacerbacBes pulmonares e infeccdes
respiratorias das vias aéreas superiores entre pacientes com doenca
pulmonar leve a moderada. (DI NARDO et al., 2014) Mesmo quando
em um estudo envolvendo 10 adultos com FC (idade média; 26,2 + 12,9
anos) suplementados com probidticos [L. acidophilus, L. bulgaricus, B.
bifidum, Streptococcus (S.) thermophilus] por seis meses, os autores
também encontraram uma reducdo significativa no ndmero de
exacerbages pulmonares (1,3 + 1,0a0,6 + 0,7, p = 0,002) (WEISS et
al., 2010). Em contraste, em um estudo envolvendo 38 adolescentes com
FC (idade média: 13,2 + 4,2 anos) suplementados com L. GG por seis
meses, um aumento significativo no VEF: foi encontrado (3,6 + 5,2% vs
0,9 £ 5%, p = 0,020). Os autores hipotetizam essa melhora no VEF1
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como conseqliéncia do aumento de peso e redugdo no numero de
exacerbagbes pulmonares encontradas durante o estudo (BRUZZESE et
al., 2007).

O simbidtico e/ou a duragdo da suplementacdo nao foram
suficientes para afetar o estado nutricional dos participantes no presente
estudo, independentemente de serem bacteriologia positiva ou negativa.
Um achado semelhante é relatado em um estudo anterior que analisa o
efeito da suplementacdo com probidticos (L. acidophilus, L. bulgaricus,
B. bifidum e S. thermophilus) durante seis meses no IMC (WEISS et al.,
2010). No entanto, em outro estudo avaliando a suplementacdo com o
probiotico L. GG durante seis meses, um aumento significativo de peso
foi encontrado em pacientes com FC em comparacdo com aqueles que
apenas receberam uma solucdo de hidratagdo oral (1,5 £ 1,8 kg e
0,7 £ 1,8 kg, respectivamente, p = 0,020) e os autores sugerem que 0
aumento de peso pode ter sido associado a reducdo do nimero de
exacerbagdes pulmonares (BRUZZESE et al., 2007).

No presente estudo, ndo houve melhora no estado nutricional e na
funcdo pulmonar, o que pode estar relacionado ao menor tempo de
suplementagdo, considerando que algumas das cepas utilizadas, bem
como a quantidade delas, se assemelham a estudos anteriores
(BRUZZESE et al., 2007; WEISS et al., 2010) que encontraram melhora
significativa.

Em relacdo aos marcadores inflamatérios I1L-12 e MPO no GSFC,
foi encontrada uma interacdo significativa, quando avaliada
individualmente, ndo foi mantida, pode ser devido a alteraches
biolégicas ndo relacionadas a suplementagdo que ocorreu durante o
estudo com os participantes, porque no momento inicial ndo foram
encontradas diferengas significativas entre o0s grupos placebo e
simbiético.

O simbidtico avaliada neste estudo levou a uma reducdo
significativa nos niveis séricos de NOx (p < 0,030, d = 0,79) no GSFC.
Além disso, o simbidtico teve um efeito médio sobre o NOx na
bacteriologia negativa e positiva do GSFC, que era "provavel que fosse
percebido" de acordo com as estatisticas de Cohen (COHEN, 1992).
Medir o NO é dificil devido a meia-vida curta, no entanto, medir os
niveis séricos do NOx € aceito, porque tem uma alta correlacdo com a
producdo enddgena de NO (MIRANDA et al., 2001; CALVERT, 2011).
Como observado anteriormente, os niveis de NOx s&o elevados na
circulagdo de individuos com FC (PEREIRA et al., 2014), o que pode
ser consequéncia de um aumento na producdo de NO por meio da 6xido
nitrico sintase induzido (iNOS) (JEAN-BAPTISTE, 2007). Sua
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producdo é desencadeada por macréfagos ativados, TNF-o e IL-1 e, em
excesso, podem causar danos nos tecidos (JEAN-BAPTISTE, 2007).

Apos a suplementacdo com o simbiético no presente estudo, a
citocina IL-1P sofreu uma redugdo que, embora nao significativa, pode
estar relacionada a reducéo dos niveis de NOXx e consequente atenuagdo
do processo inflamatorio.

A reducdo, embora ndo significativa, nas concentracbes dos
marcadores inflamatérios 1L-6 e IL-8 no GSFC também pode ser uma
indicacdo da eficadcia do simbidtico na atenuacdo da resposta proé-
inflamatoria. Este efeito foi evidente quando o GPFC e GSFC foram
estratificados com base na bacteriologia (negativa e positiva), uma vez
gue individuos no GSFC com bacteriologia positiva apresentaram uma
reducdo significativa nesses marcadores (IL-6:p = 0,033, d =0,72; IL-
8:p =0,009, d = 0,58). Os autores de um estudo que avaliam o efeito da
suplementagcdo com o probiético L. GG por seis meses ndo encontraram
diferenca significativa no nivel de IL-8 no escarro de pacientes com FC
(WEISS et al., 2010). Igualmente, os autores de um estudo que
avaliaram o efeito da suplementagdo com L. reuteri ndo encontrou
diferenca nos niveis de IL-6 ou IL-8 nas fezes dos pacientes (DEL
CAMPO, GARRIGA, PEREZ-ARAGON, et al., 2014).

A comparacdo dos estudos é dificultada pelo uso de diferentes
métodos para avaliacdo da IL-6 e IL-8. As investigacOes relatam um
aumento desses marcadores pré-inflamatérios em pacientes com FC,
especialmente em grupos com bacteriologia positiva, bem como aqueles
com resultados positivos para P. aeruginosa no sangue e células
epiteliais bronquicas (STECENKO et al., 2001; PEREIRA et al., 2014).
Como TNF-a e IL- 1, as citocinas IL-6 e IL-8, sdo mediadores da fase
aguda. Em um processo inflamatério, IL-1f ¢ TNF-o podem induzir a
sintese destas citocinas por macrofagos e células epiteliais (CHMIEL,
KONSTAN, et al., 2002). A sintese de IL-8 por células epiteliais das
vias aéreas de forma enddgena ou em resposta a agentes patogénicos
através da ativacdo do fator nuclear kappa B desempenha um papel
central na fisiopatologia da infllamacdo na FC (KIENINGER e
REGAMEY, 2010).

Os efeitos do simbidtico nos biomarcadores avaliados neste
estudo podem ter sido limitados devido ao tempo de suplementacdo,
bem como devido aos métodos de avaliacio utilizados. A avaliagdo dos
marcadores inflamatérios no soro, ao contrario de alguns estudos
avaliados no trato gastrointestinal, foi realizada com o objetivo de
avaliar o efeito do simbidtico de forma sistémica. Embora as alteragGes
encontradas sejam pequenas, o efeito a longo prazo que o simbidtico
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pode ter deve ser considerado. Uma limitacdo deste estudo, foi que ndo
avaliamos os marcadores inflamatdrios no trato gastrointestinal.

7.2 ETAPA 2 COMPOSICAO DA MICROBIOTA INTESTINAL E
INFLAMACAO INTESTINAL

As anormalidades intestinais na microbiota de pacientes com FC
foram relatadas na literatura (BRUZZESE et al., 2014; BURKE,
FOURY, et al., 2017; MIRAGOLI et al., 2017), mas essas alteraces
ndo sdo inteiramente claras, bem como suas causas. O presente estudo
mostra um padrdo diferente de espécies bacterianas, bem como uma
associacdo dele com calprotectina fecal, IMC, tipo de parto, tipo de
alimentacdo e antibioticoterapia.

O GFC em geral apresentou bons resultados quando o IMC, a
gravidade da doenca e a funcdo pulmonar foram avaliados, embora a
maioria apresentou a mutagdo AF508, que esta associada ao
comprometimento da funcdo pulmonar e ao consequente piora no estado
nutricional do paciente com FC (SCHIPPA et al., 2013). A colonizacao
pulmonar por bactéria atraiu a atengdo nao sé porque cerca de 40% do
GFC foi colonizado, mas também porque um dos pacientes que no
momento da coleta ndo apresentou colonizacdo pulmonar por P.
aeruginosa (Figura 5), mas estava presente em grande quantidade na
microbiota intestinal. Cerca de trés meses apds o estudo, o paciente ja
tinha colonizacdo pulmonar por P. aeruginosa, confirmando que a
colonizagdo intestinal pode preceder a colonizagdo pulmonar (MADAN,
2016).

A correlacdo positiva encontrada entre o IMC e Bifidobacterium
em GFC mostra que a melhoria do estado nutricional esta relacionada ao
aumento da Bifidobacterium que junto com Faecalibacterium sdo
considerados como marcadores para uma microbiota intestinal saudavel
(RUSSELL et al., 2011; DUYTSCHAEVER et al., 2013a). Ap6s o
desmame, Bifidobacterium diminui gradualmente e Bacteroides e
Eubacterium tornaram-se predominantes, mas ainda é considerado um
determinante da sadde intestinal do adulto (RUSSELL et al., 2011).

A associacdo encontrada entre o tipo de aleitamento materno e o
filo Firmicutes mostrou que, embora aproximadamente 70% dos dois
grupos (GC e GFC) tenham sido amamentados exclusivamente por
menos de seis meses, 0 GFC apresentou valores significante menores.
As bactérias produtoras de lactato, como o Lactobacillus e aqueles que
utilizam lactato, como os pertencentes ao género Veillonella e
Faecalibacterium e o filo Firmicutes, fornecem ao hospedeiro
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importantes metabolitos de &cidos graxos de cadeia curta, que estdo
relacionados a protecdo contra inflamagéo intestinal (BRUZZESE et al.,
2014; YASMIN et al., 2017). Este resultado pode ser devido ao fato de
que cerca de 50% da GFC estava em antibioticoterapia no momento da
coleta. O microbioma intestinal ¢ montado durante a infancia, e esta
montagem ¢ caracterizada por aumento da colonizacdo por
Bifidobacteria e microbios pertencentes ao filo Firmicutes e
Bacteroidetes, e 0 esgotamento das Enterobactérias modificando a
microbiota (AZAD et al., 2016).

Figura 5 — Microbiota intestinal de um paciente com FC colonizado por
Pseudomonas aeruginosa (x109/mL de fezes).

Hibridacdo fluorescente in situ. Molécula de carbocianina fluorescente (Cy3,
sinalvermelho) para Pseudomonas aeruginosa (x10%mL fezes).

Os valores de calprotectina fecal, que é considerado um bom
marcador de inflamacdo intestinal (DHALIWAL et al., 2015), estdo
aumentados no GFC e cerca de 47% dos pacientes apresentam valores
acima de 50 pg/g de fezes, sendo estes dados de acordo com a literatura
(BRUZZESE et al., 2014; MIRAGOLI et al., 2017). A correlagdo
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negativa entre a calprotectina fecal e as bactérias F. prausnitzii e L.
paracasei mostram que a inflamagdo intestinal esta diretamente
relacionada a diminuicdo dessas bactérias. F.prausnitzii ¢ uma bactéria
produtora de butirato e a diminuicdo da producdo pode influenciar a
nutricdo dos enterocitos e o pH Iluminal e conseglientemente a
manutencédo da salde intestinal (BRUZZESE et al., 2014). Lactobacillus
spp. sdo bactérias produtoras de acido lactico e estudos mostram que
estd associada a prevencao de infeccOes respiratérias (WEISS et al.,
2010). Quando a associado a calprotectina fecal com 0 uso de
antibidticos, a influéncia da antibioticoterapia no desenvolvimento de
inflamac&o intestinal na FC foi evidente.

No presente estudo, observou-se uma menor quantidade dos
microrganismos produtores de butirato (E. rectale e F. prausnitzii),
produtores de é&cido lactico (L. paracasei e Bifidobacterium spp.) e
produtores de acetato (Bacteroides), estando de acordo com outros
estudos (RUSSELL et al., 2011; BRUZZESE et al., 2014; MIRAGOLI
et al., 2017). Além de um aumento significativo de E. coli, C. difficile e
P. aeruginosa no GFC (RUSSELL et al., 2011; BRUZZESE et al.,
2014; MIRAGOLI et al., 2017). Ao contrario de um estudo anterior, nao
foi observada uma menor quanridade da bactéria Veillonella no GFC
(DUYTSCHAEVER et al., 2013b).

A correlacdo negativa encontrada entre as bactérias Veillonella e
E. rectale mostra que a diminui¢do de uma bactéria é condicionada pelo
aumento de outra, por outro lado Bacteroides tem sido positivamente
correlacionada com L. paracasei.

Quando subdividido o GFC em FCAB e FCnAB e comparado
com os microrganismos foi observado uma alteracdo na microbiota
intestinal. Os microrganismos Bacteroides, E. rectale, F. prausnitzii,
Bifidobacterium e Firmicutes estdo significativamente reduzidos
principalmente quando comparado o grupo FCAB com GC. Enquanto os
microrganismos E. coli, C. difficile e P. aeruginosa estdo aumentados
em FCAB em relacdo ao GC. Vale ressaltar que esta alteracdo na
microbiota intestinal também esté presente no FCnAB.

No estudo realizado por BURKE, FOUHY, et al. (2017)
(BURKE, FOUHY, et al.) também foram encontradas alteracdes na
microbiota intestinal de adultos com FC. Ao contrario do presente
estudo, no estudo de Burk (2017) (BURKE, FOUHY, et al.) houve um
aumento no filo Firmicutes e uma diminuicdo nos Bacteriodes. Por
outro lado, os resultados encontrados por Bruzzese (2014) (BRUZZESE
et al.) em um estudo com criangcas com FC foram semelhantes ao
presente estudo. Esta diferenca pode ser decorrente ndo apenas da
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metodologia utilizada, mas devido ao fato de a faixa etéria das
populacdes serem diferentes, o que consequentemente influencia a
composicdo da microbiota intestinal.

E. rectale, F. prausnitzii e Bifidobacterium sdo considerados
marcadores de uma microbiota saudavel, uma vez que a reducdo deles
pode afetar a nutricdo dos enterdcitos e consequentemente a manutencédo
da salde intestinal (RUSSELL et al., 2011; FLINT et al., 2012).

No estudo de Hoffman (2014) (HOFFMAN et al.) com criangas
com FC, houve um aumento significativo na E. coli neste grupo e no
estudo realizado por Miragoli (2017) (MIRAGOLI et al.) (10 a 22 anos
de idade), apesar de estar aumentando no GFC, a diferenca ndo foi
significativa em relagdo ao GC. O aumento da presenga de E. coli tem
sido relacionado a dishiose, e em pacientes com FC, sendo que a
abundancia da mesma pode ser devido a diminuicdo da maotilidade e/ou
acumulo de muco (DE LISLE e BOROWITZ, 2013). Evidéncias
sugerem que as alteragBes que ocorrem no limen intestinal durante a
inflamacdo podem aumentar a capacidade da E. coli em colonizar a
mucosa intestinal e induzir inflamacdo (HOFFMAN et al., 2014).
Hoffman (2017) (HOFFMAN et al., 2014) sugere que E. coli pode
servir como marcador e causa de disfuncdo e doenca do trato
gastrointestinal nesta populag&o.

C. difficile é considerado a principal entero-patdgeno da diarreia
associada aos antibidticos e € responsavel por casos de colite
pseudomembranosa (LEFFLER e LAMONT, 2015; BURKE,
HARRISON, et al., 2017) e seu aumento no FCAB no presente estudo
mostra a relacdo entre a antibioticoterapia e esta bactéria patogénica.

Os protocolos clinicos consideraram a P. aeruginosa como a mais
agressiva em relagdo a funcdo pulmonar entre as principais bactérias
patogénicas para FC, porém a presenca e a influéncia do mesmo na
microbiota intestinal dessa populagdo ndo foram estudadas. Um estudo
observou que P. aeruginosa €é a espécie mais frequentemente
identificada nas fezes de pacientes com sindrome do intestino irritavel e
pode estar envolvida na fisiopatologia desta doenca (KERCKHOFFS et
al., 2011), mostrando que também pode estar relacionada a disbiose
intestinal.

Os microrganismos avaliados no presente estudo foram
selecionados com base na literatura devido & sua influéncia na
manutencdo da salde intestinal e & relagdo com a FC, sendo esta uma
limitacdo considerando que a microbiota dessa populagdo néo foi
avaliada globalmente.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito da
suplementacdo com simbidtico sobre os marcadores da resposta
inflamatoéria sistémica e a composicdo da microbiota intestinal de
criancas e adolescentes com FC.

A suplementacdo com o simbidtico testada na presente
investigacdo mostrou-se promissora ao diminuir os marcadores pro-
inflamatorios IL-6, 1L-8 e NOx em criancas e adolescentes com FC. No
entanto, s@o necessarios estudos com um tamanho de amostra maior e
um periodo de avaliagdo superior a 90 dias para que se possa obter uma
melhor compreensao dos efeitos do simbidtico nesta populagéo.

Os efeitos do simbidtico nos biomarcadores avaliados neste
estudo podem ter sido limitados devido ao tempo de suplementacdo (90
dias), bem como devido aos métodos de avaliagdo utilizados. A
avaliagdo no soro de marcadores inflamatoérios, ao contrario de alguns
estudos avaliados no trato gastrointestinal, foi realizada com o objetivo
de avaliar os efeitos do simbidtico de forma sistémica. Embora as
alteracGes encontradas sejam pequenas, o efeito a longo prazo que o
simbidtico pode ter deve ser considerado. Outra limitacdo deste estudo,
foi que ao se avaliar a microbiota intestinal, foram selecionados alguns
microrganismos com base na literatura, ndo tendo sido avaliado a
microbiota como um todo. Como pontos fortes, tém-se o design do
estudo, o tamanho da amostra considerando a dificuldade de aderéncia a
suplementacdo nesta populagdo e a precisdo dos métodos utilizados.

A segunda etapa do estudo reforca que a inflamagdo intestinal
estd presente em pacientes com FC e que a presenca da doenga
juntamente com a antibidticoterapia estd relacionada a alteragdes na
microbiota intestinal. O aumento da presenca de P. aeruginosa na
microbiota intestinal, bem como o fato de ter precedido a colonizagdo
pulmonar, deve ser mais amplamente estudado para entender o0s
mecanismos, bem como os danos que pode causar.

A presenca de inflamacdo na FC esta descrita na literatura e
estratégias sdo necessarias para atenuar esse processo, a fim de diminuir
0 consequente dano pulmonar, as alteracBes gastrointestinais e a
influéncia negativa sobre o estado nutricional dos pacientes.

A aprendizagem da técnica de FISH assim como a realizacdo da
mesma para a avaliagdo da microbiota intestinal da populacdo estudada
no Laboratorio di Infettivologia, Dipartimento di Scienze Mediche
Traslazionali, Universita Degli Studi di Napoli — Federico Il (Napoles,
Itélia), durante o periodo do doutorado sanduiche, além de contribuir
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para a formagdo académica e profissional, promoveu a
internacionalizagdo do Programa de Pés-Graduacdo em Nutricdo da
UFSC, proporcionando futuras oportunidades de intercdmbio estudantil.
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9 CONCLUSOES

e A suplementacdo ndo foi efetiva na melhora da fungdo
pulmonar e do estado nutricional dos pacientes com FC.

e A suplementacio com o simbidtico testada na presente
investigacdo diminuiu os marcadores pré-inflamatdrios IL-6,
IL-8 e NOx em criancas e adolescentes com FC.

e O presente estudo reforca que a inflamagdo intestinal estd
presente em pacientes com FC e que a presenca da doenca
juntamente com a antibidticoterapia estd relacionada a
anormalidades na microbiota intestinal.

e Os microrganismos Bacteroides, Firmicutes, E. rectale e F.
prausnitzii estavam significativamente diminuidos na FC,
enquanto as bactérias C. difficile, E. coli e P. aeruginosa
estavam significativamente aumentadas na FC.

e O efeito da terapia antibidtica foi evidente quando associado a
microrganismos intestinais como E. rectale, Bifidobacterium, E.
coli, Firmicutes, P. aeruginosa e C. difficile.

e A correlacdo encontrada entre o IMC e o microrganismo
Bifidobacterium, mostra uma possivel associacdo da
composicdo da microbiota intestinal com o estado nutricional.

e O tipo de aleitamento materno também foi associado ao
microrganismo Firmicutes, o0 que mostra uma possivel
influencia do mesmo sobre a composicdo da microbiota
intestonal.
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APENDICE A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Tituto do estudo: Efeito da suplementacdo com um simbiético sobre os
marcadores da resposta inflamatéria de criancas e adolescentes com
fibrose cistica.

Senhores Pais:

Por Favor, leiam atentamente as instrugdes abaixo antes de decidir
com seu (sua) filho (a) se ele (a) deseja participar do estudo e se 0
Senhor (a) concorda com que ele (a) participe do presente estudo. Se
possivel, discuta esse assunto com seu (sua) filho (a) para que seja
uma decisdo em conjunto.

Eu,

confirmo que Emilia Addison Machado Moreira ou Yara Franco

Moreno discutiram comigo este estudo.

1. Avaliar o efeito da suplementacdo com simbidtico durante 90 dias
sobre os marcadores da resposta inflamatéria (IL-1p, IL-8, IL-10, IL-
17A, TGF-B, TNF-a e INF-vy) de individuos com fibrose cistica.

2. Minha participacdo e do meu filho colaborando neste trabalho é
muito importante porque permitird avaliar se existe ou ndo alteragdes
no estado nutricional e na resposta inflamatoria com a suplementagéo
de simbidticos durante 90 dias. A participacdo do meu filho na
pesquisa implica em eu responder a algumas perguntas sobre a
fibrose cistica e o pesquisador ira examinar dados do prontuario,
avaliar o estado nutricional, analisar exames de sangue e de fungéo
pulmonar. Fui esclarecido de que os riscos e desconfortos
relacionados a pesquisa sdo 0s seguintes:

a) sera realizada coleta de sangue

b) alguns individuos irdo consumir simbioticos durante 90 dias, podendo
gerar algum desconforto extra relacionado a digestdo do alimento.

¢) durante as avaliagdes o (a) seu (sua) filho (a) podera sentir-se cansado
ou chateado com as perguntas e avaliaches, porém se necessitar de
uma pausa ou interrup¢do o (a) seu (sua) filho (a) tem toda a
liberdade para fazé-la.

3.0 Hospital Infantil Joana de Gusmé&o também estd interessado no

presente estudo e ja deu a permissdo por escrito para que esta pesquisa

seja realizada. Porém minha participagdo e de meu filho (a), ou ndo, no
estudo ndo implicard em nenhum beneficio ou restricdo de qualquer
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ordem para meu (sua) filho (a) ou para mim.

4.Eu também sou livre para ndo participar desta pesquisa se nao quiser.
Isto ndo implicara em quaisquer prejuizos pessoais ou no atendimento
de meu filho (a). Além disto, estou ciente de que em qualquer momento,
ou por qualquer motivo, eu ou minha familia podemos desistir de
participar da pesquisa.

5.Estou ciente de que o meu nome e o do meu filho ndo serdo
divulgados e que somente as pessoas diretamente relacionadas a
pesquisa terdo acesso aos dados e que todas as informacgdes serdo
mantidas em segredo e somente serdo utilizados para este estudo.

6.Se eu tiver alguma duvida a respeito da pesquisa, eu posso entrar em
contato com Emilia Addison Machado Moreira pelo telefone: (48)
99279990 ou e-mail: emilia.moreira@ufsc.br

Eu concordo em participar deste estudo.
Nome e assinatura de  participante maior de 14
anos:

Nome e assinatura do responsavel legal pela
crianca;
Entrevistador:

Data:
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APENDICE B
Data de entrevista;_ /[

Cadigo Pesquisa: Coleta: ()1 ()2
Suplemento (cor):

Identificacéo

Nome da crianga: N° de prontuério:
Nome do responsavel:
Data de nascimento: / / Sexo: () feminino ( ) masculino

Cor de pele: ( ) branco ( ) pardo ( ) negro( ) amarelo
Alteracdo genética:

Estado clinico

Resultado do teste do suor: mmol/L de cloreto Data: /[
Escore de Schwachman-Kulczycki: pontos Data: /I
Espirometria; %VEF1 CVF Data: _/ [/

Uso de enzimas pancreéticas: ( )Sim ()N&o
Quais e quantidade:
Uso de suplementos alimentares: () Sim () N&o
Quais e quantidade:
NUmero de internacdes nos Gltimos 5 anos:

Uso de medicamentos () sim ( ) ndo
Quais;
NUmero e duragdo (em dias) de episodios de exacerbagdo pulmonar:

NUmero e duracdo (em dias) de admisséo hospitalar devido exacerbacéo
pulmonar:
Antibiético utilizado, via de administragdo (oral, intravenosa) e
duragdo:

Triagem nutricional

Velocidade de ganho de peso (minimo 3 meses)
Velocidade de ganho de altura_(em um ano)
Peso prévio: kg Data;. /[ Altura prévia: cm
Data; Y
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Antropometria, composicao corporal, laboratorial

Data: / / Data: /[ [/
Peso kg [Hemaécias mL/mm3
atual
Altura Cm | Hemoglobina g/dL
atual
CB Cm | Hematécrito %
PCT Mm | Leucdcitos p/mm3
PCB Mm | Neutrdfilos p/mm3
PSE Mm | Linfocitos p/mm3
PSI Mm | Monocitos p/mm3
Elastase
fecal
Proteinas g/dL
totais
Albumina g/dL
PCR mg/dL

Cultura: ( ) secrecdo orofaringea ( ) escarro
() positivo () negativo
() positivo () negativo

Haemophilus influenza
Staphylococcus aureus
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO

O contelido de cada sache deveraser diluido em um copo de
agua em temperatura ambiente ou fria, uma vez ao dia no periodo
da manha, de preferéncia em jejum ou duas horas depois de ter

comido.

Alimentos que devem ser EVITADOS ou consumidos com

MODERACAO durante a pesquisa

Alimentos que devem ser EVITADOS

Alimentos que devem ser
consumidos com
MODERACAO*

logurte Activiada Danone

Cebola

logurte Activia Grego da Danone

Alho

logurte Bio fibras da Batavo

Produtos integrais como a cevada,
aveiae trigo

Leite fermentado Yakult da Batavo

Sementes oleaginosas (linhaca,
gergelim, améndoas)

Leite fermentado Vigor Club da Vigor Aspargos
Leite fermentado Paulista Alcachofra
Leite fermentado Danito da Danone Maca

Leite fermentado Danoninho da Danone | Banana
Leite fermentado Ninho Soleil da Nestle | Tomate
Leite fermentado Activiada Danone Mel

Leite fermentado Chamyto da Nestle

Leite fermentado Batavito da Batavo

Yakult sofylda Batavo

Actimel da Danone

Bebida Mucilon NutriProtect

Kefir

*Consumir uma unidade por vez e ndo todos os dias.
Qualquer duvida pode entrar em contato com Maiara Brusco de
Freitas pelo telefone 048 9640-7160 (TIM) ou pelo email

maiarabrusco@gmail.com.
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Avaliacdo da ingestdo do su

plemento alimentar

151

Data

Suplemento
ingerido? (sim
ou ndo

Se ndo, por
que?

Intercorréncia*

*Sensacao agradavel, desagradavel ou indiferente durante o uso.
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APENDICE E

Data de inicio da coleta: [ . Pesquisador:
IDENTIFICACAO
Nome da crianga:

N° de prontuério:
Nome do responsavel:
Data de nascimento: [ 1 Sexo: () feminino ( ) masculino

FORMULARIOS PARA AVALIACAO DO HABITO
INTESTINAL

Avaliacdo da consisténcia e frequéncia das fezes
Data Consisténcia* | Frequéncia Observacoes

* Consisténcia: 1 = pedacos separados, 2 = forma de salsichasegmentada,
3= forma de salsichacom fendas, 4 = forma de salsicha lisa e mole, 5 =
pedacos moles, 6= pedacos aerados, 7= aquosa (ver figura)
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APENDICE F

Avaliacdo dos sintomas gastrointestinais

Data Sintomas? Descricdo e intensidade?

1Sintomas: excesso de flatuléncia no reto, distensdo abdominal,
borborismos, dores abdominais, diarreia, constipagdo, vomito,
regurgitacao e nauseas.

2Intensidade: 1 = nenhum, 2 = leve, 3 = moderado, 4 = grave.
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APENDICE G

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM NUTRIGAO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Tituto do estudo: Efeito da suplementagdo com um simbidtico sobre
marcadores da resposta inflamatéria de criancas e adolescentes com
fibrose cistica

Senhores Pais:

Por Favor, leiam atentamente as instrugdes abaixo antes de decidir
com seu (sua) filho (a) se ele (a) deseja participar do estudo e se 0
Senhor (a) concorda com que ele (a) participe do presente estudo. Se
possivel, discuta esse assunto com seu (sua) filho (a) para que seja
uma decisdo em conjunto.

Eu,
confirmo que Maiara Brusco de Freitas e/ou Camila Tomio discutiram
comigo este estudo.

3. Caracterizar a microbiota intestinal e associar com marcador
inflamatorio intestinal (calprotectina), de criangas com e sem o
diagndstico de Fibrose Cistica (FC).
4. A participacdo do paciente é muito importante, porque permitira
caracterizar a microbiota intestinal e associar com os marcadores
inflamatorios intestinais, e avaliar se existe ou ndo relagdo com o
estado nutricional. O pesquisador ird examinar e utilizar dados do
prontuério, avaliar o estado nutricional e analisar exames de fezes.
5. Por ndo necessitar de técnica invasiva para a coleta de dados, 0s
riscos da pesquisa serdo minimos ou até nulos, podendo haver apenas
algum desconforto para realizacdo da antropometria:
a) Os dados antropométricos como peso, altura, perimetro
cefdlico e perimetro tordcico sera realizado pelo pesquisador.
Tais medidas podem gerar algum desconforto durante a coleta,
se necessitar de uma pausa ou interrupcdo, o participante tem
toda a liberdade para fazé-la.
b) A coleta da amostra de fezes serd realizada no dia da
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consulta, conforme rotina ja estabelecida pelo hospital com
material apropriado fornecido pelo pesquisador. Com essa
amostra de fezes serd realizada a avaliagdo de marcadores
inflamat6rios intestinais e caracterizagdo da microbiota
intestinal, ndo sendo necessarios desta forma, procedimentos
invasivos.
4. A decisdo para participar ou ndo da pesquisa é livre. Isto nédo
implicard em quaisquer prejuizos pessoais ou no atendimento de seu
filho (a). Além disto, em qualquer momento, ou por qualquer motivo, o
participante é livre para desistir de participar da pesquisa.
5. E garantido sigilo absoluto e privacidade referente as informagdes do
participante e/ou responsavel. Somente as pessoas diretamente
relacionadas & pesquisa terdo acesso aos dados e todas as informacdes
serdo mantidas em sigilo e somente ser&o utilizados para este estudo.
6. Fica claro que, o participante ndo arcard com qualquer investimento
financeiro que estiver relacionado com a realizacdo da pesquisa.
7. Qualquer davida a respeito da pesquisa, entrar em contato com
Maiara Brusco de Freitas pelo telefone: (48) 96407160 ou e-mail:
maiarabrusco@gmail.com, ou com Camila Tomio pelo telefone: (47)
9105-7979 ou e-mail: camilatomio@hotmail.com, e/ou com a professora
responsavel Emilia Addison Machado Moreira pelo telefone: (48)
99279990 ou e-mail:emilia.moreira@ufsc.br
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu, ,
portador do RG: , abaixo assinado, concordo em
participar da pesquisa acima descrita.

Fui devidamente esclarecido pelas pesquisadorasMaiara Brusco de
Freitas e Camila Tomiosobre a pesquisa e 0s procedimentos nela
envolvidos. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento, sem
que isto acarrete em qualquer prejuizo.

Floriandpolis, I

Assinatura do participante Assinatura da pesquisadora

DECLARACAO DE ASSENTIMENTO DE PARTICIPACAO DO
SUJEITO
Eu, , RG__  CPF
abaixo assinado, responsavel  pelo  paciente
concordo em que 0 mesmo
participe do presente estudo como sujeito. Fui devidamente informado e
esclarecido sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim
como os possiveis riscos e beneficios decorrentes da participagdo. Foi-
me garantido que posso retirar meu assentimento a qualquer momento,
sem que isto leve a qualquer penalidade.

Floriandpolis, [/

Assinatura do responsavel Assinatura da pesquisadora

Telefone para contato:

DECLARAQAO DO PESQUISADOR RESPONSAVEL
Eu, Maiara Brusco de Freitas, portadora do CPF: 06049909954,
residente na cidade de Floriandpolis e Camila Tomio, portadora do CPF:
05651755993, residente na cidade de Sdo José—SC, comprometemos em
ressarcir/indenizar qualquer dano causado ao participante decorrente da
pesquisa mencionada neste documento.

Assinatura da pesquisadora:
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7S

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE 3
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NUTRIGAO

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado para participar do estudo: Efeito da
suplementagdo com um simbiético sobre marcadores da resposta
inflamatéria de criancas e adolescentes com fibrose cistica

Eu,
confirmo que Maiara Brusco de Freitas e/ou Camila Tomio discutiram
comigo este estudo.

1. O objetivo é caracterizar a microbiota intestinal e associar com
marcador inflamatorio intestinal (calprotectina), de criangas e
adolescentes com e sem o diagndstico de Fibrose Cistica (FC).

2. Minha é muito importante, porque permitird caracterizar a
microbiota intestinal e associar com os marcadores inflamatérios
intestinais, e avaliar se existe ou ndo relagdo com o estado
nutricional. O pesquisador ira examinar e utilizar dados do
prontuario, avaliar o estado nutricional e analisar exames de fezes.

3. Tenho conhecimento que ndo havera coleta de sangue, e 0s riscos da
pesquisa serdo minimos ou até nulos, podendo haver apenas algum
desconforto para realizacdo da antropometria:

c) Os dados antropométricos como peso, altura, perimetro cefalico
e perimetro tordcico sera realizado pelo pesquisador. Tais
medidas podem gerar algum desconforto durante a coleta, se
necessitar de uma pausa ou interrupcdo, o participante tem toda
a liberdade para fazé-la.

d) A coleta da amostra de fezes sera realizada no dia da consulta,
conforme rotina ja estabelecida pelo hospital com material
apropriado fornecido pelo pesquisador. Com essa amostra de
fezes sera realizada a avaliagdo de marcadores inflamatérios
intestinais e caracterizacdo da microbiota intestinal, ndo sendo
necessarios desta forma, procedimentos invasivos.

4. Sou livre para participar ou ndo da pesquisa. Isto ndo implicara em

quaisquer prejuizos pessoais ou no atendimento. Além disto, em
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qualquer momento, ou por qualquer motivo, posso desistir de participar
da pesquisa.

5. Estou ciente de que meu nome nédo sera divulgado e que somente as
pessoas diretamente relacionadas a pesquisa terdo acesso aos dados e
todas as informagBes serdo mantidas em sigilo e somente serdo
utilizados para este estudo.

6. Entendi que ndo precisarei arcar com qualquer investimento
financeiro que estiver relacionado com a realizacdo da pesquisa.

7. E que se eu tiver qualquer dlvida a respeito da pesquisa, posso entrar
em contato com Maiara Brusco de Freitas pelo telefone: (48) 96407160
ou e-mail: maiarabrusco@gmail.com, com Camila Tomio pelo telefone:
(47) 9105-7979 ou e-mail: camilatomio@hotmail.com,e/ou com a
professora responsavel Emilia Addison Machado Moreira pelo telefone:
(48) 99279990 ou e-mail:emilia.moreira@ufsc.br



mailto:maiarabrusco@gmail.com
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DECLARAGAO DE ASSENTIMENTO DE PARTICIPAGAO
DO SUJEITO

Eu, , RG ,
CPF abaixo assinado, responsavel pelo paciente
concordo em que 0 mesmo
participe do presente estudo como sujeito. Fui devidamente informado e
esclarecido sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim
como os possiveis riscos e beneficios decorrentes da participacio. Foi-
me garantido que posso retirar meu assentimento a qualguer momento,
sem que isto leve a qualquer penalidade.

Floriandpolis, [

Assinatura do participante Assinatura da pesquisadora

Telefone para contato:

DECLARACAO DO PESQUISADOR RESPONSAVEL

Eu, Maiara Brusco de Freitas, portadora do CPF: 06049909954,
residente na cidade de Floriandpolis e Camila Tomio, portadora do CPF:
05651755993, residente na cidade de Sdo José—SC, comprometemos em
ressarcir/indenizar qualquer dano causado ao participante decorrente da
pesquisa mencionada neste documento.

Assinatura da pesquisadora:
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APENDICE H
Nota de Imprensa

Trata-se dos resultados da tese de doutorado intitulada “Efeito da
suplementacdo com simbiotico sobre a resposta inflamatoria de criangas
e adolescentes com fibrose cistica” do Programa de Pdos-graduacdo em
Nutricdo (PPGN) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
elaborada pela doutoranda Maiara Brusco de Freitas, sob orientacdo da
docente Dra. Emilia Addison Machado Moreira.

O presente estudo compreende duas etapas, sendo a populagéo de
ambas composta pelos pacientes com fibrose cistica atendidos no
ambulatério da fibrose cistica do Hospitala Infantil Joana de Gusmé&o
(HIJG) na cidade de Floriandpolis — Santa Catarina. O HIJG é referéncia
no estado de Santa Catarina no tratamento de criangas e adolescentes
com até 15 anos de idade com FC, sendo que no ano de 2013 foram
atendidos periodicamente 92 pacientes de todo o estado. Na etapa 1 foi
avaliado o efeito da suplementacdo com simbiotico pelo periodo de 90
dias sobre os marcadores da resposta inflamatéria e na etapa 2 foi
avaliado a composicdo da microbiota intestinal e a inflamagéo intestinal
ambos com criancas e adolescentes com fibrose cistica.

Da etapa 1 participaram criancas e adolescentes com idade igual
ou superior a 6 anos e menor ou igual a 15 anos. O simbidtico estudado
trata-se de um produto comercial composto por um prebiotico
(frutooligossacarideo) e quatro cepas probiéticas (Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium lactis), e o efeito do mesmo foi avaliado sobre o estado
nutricional [altura para idade (E/l), peso-para-idade (P/I), indice de
massa corporal para idade (IMC/I), percentual de gordura corporal
(%GC), area muscular do braco (AMB) e a area gordurosa do braco
(AGB)], a funcdo pulmonar [Volume Expiratério Forcado no primeiro
segundo (VEF1)] e os marcadores inflamatérios (IL-12, IL-6, IL-1pB, IL-
8, IL-10, TNF-o0, micloperoxidase e metabdlitos do oxido nitrico). A
suplementagdo com a simbi6tico avaliado no presente estudo e o tempo
de suplementacdo ndo foi suficiente para resultar em uma melhora do
estado nutricional refletida pelo ganho de peso, e da fun¢do pulmonar.
Contudo, mostrou-se promissor ao diminuir os marcadores pro-
inflamatorios IL-6, 1L-8 e NOx em criangas e adolescentes com fibrose
cistica. Esses marcadores estdo relacionados com o agravamento do
processo inflamatdrio, sendo que a diminui¢do dos mesmos é de grande
beneficio para essa populagdo. No entanto, sdo necessarios estudos com
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um periodo de avaliagdo superior a 90 dias para que se possa obter uma
melhor compreensao dos efeitos do simbidtico nesta populagéo.

Na etapa 2 participaram criancas e adolescentes com idade igual
ou maior a 0 anos e igual ou menor a 15 anos com fibrose cistica, tendo
sido avaliado o estado nutricional (IMC/1 e E/l), a inflamacdo intestinal
(dosagem de calprotectina fecal), uso de antibidticos. A quantificacdo
dos microrganismos intestinais  Bacterdides, Bifidobacterium,
Veillonella, Lactobacillus (L.) paracasei, Escherichia (E.) coli,
Clostridium (C.) difficile, Firmicutes, Pseudomonas (P.) aeuroginosa,
Eubacterium (E.) rectale e Faecalibacterium (F.) prausnitzii foi
realizada por meio da técnica de hibridizacdo fluorescente in situ. O
presente estudo reforca que a inflamacgdo intestinal esta presente em
pacientes com fibrose cistica e que a presenca da doenca juntamente
com a antibidticoterapia estdo relacionadas a anormalidades na
microbiota intestinal. Os microrganismos Bacteroides, Firmicutes, E.
rectale e F. prausnitzii estdo diminuidos nessa populacdo, sendo que os
mesmos sdo importantes para amanutencdo da integridade da barreira
intestinal e homeostase intestinal. As bactérias C. difficile, E. coli e P.
aeruginosa estdo aumentadas nessa populacdo como consequéncia da
doenca e da antibioticoterapia, estando as mesmas relacionadas com a
ocorréncia de diarreia e disbiose.

Por fim, é importante enfatizar que a presenca de inflamag&o na
fibrose cistica esta descrita na literatura e estratégias sdo necessarias
para atenuar esse processo, a fim de diminuir o consequente dano
pulmonar, as alteracdes gastrointestinais e a influéncia negativa sobre o
estado nutricional dos pacientes.

Tese de Doutorado - Programa de Pés-Graduagdo em Nutrigdo -
Universidade Federal de Santa Catarina.

Doutoranda: Maiara Brusco de Freitas - Orientadora: Dra. Emilia
Addison Machado Moreira. Financiado pelo Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq), processo n°
471197/2013-0.
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ANEXO A

. Pedacgos separados,
Tipo0l ® @ @
& ® e .duros como amendoim

Forma de salsicha,
Tipo 02 ~ e

mas segmentada

Tipo 03 -Formo de salsicha, mas

com fendas na superficie

Tipo 04 ‘ Forma de salsicha ou

cobra, lisa e mole

& & Pedacosmoles,
@2 we s contornos nitidos

. Pedacos aerados,
Tipo 06 ~ contornos esgargados

. Aquosa,
Tipo 07 sem pecdas solidos

Fonte: Lane et al. (2011)

Tipo 05
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ANEXO B

TRIAGEM NUTRICIONAL

Velocidade de ganho de peso

Peso atual:

kg Peso prévio:
Ganho de peso;___g Intervalo de tempo:
Ganho diario de peso

kg Data: / /

169

dias (maior gue 3 meses)

g/dia

Ganho de peso minimo aceitavel

Pontuac&o:

Velocidade de ganho de altura

Idade acima de 10 anos ( ) sim ( ) ndo

pontos

g/dia (tabela abaixo)

Escalade Tanner ( )1 ()U()INC)IV()V

Altura atual: cm Altura prévia; cm Data: / /
Ganho de altura; cm Intervalo de tempo:___ anos (entre 1 e 2 anos)
Ganho anual de altura cm/ano

Ganho de altura minimo aceitavel

Pontuac&o:

Percentil de IMC

cm/anos (olhar tabela abaixo)
pontos

Percentil de IMC (CDC 2000): Pontuacéo: pontos
Escore da Triagem Nutricional
0 pontos 1 ponto 2 pontos
Percentil de IMC > P50 <P50e> P10 <P10
Ganho de peso > minimo >0 e <minimo | Perdade peso
diario ou ndo ganho
Ganho anual de > minimo >0 e <minimo ndo ganho
altura
Categorias da Triagem Nutricional
Pontos da 0-1 2-3 >4
Triagem
Nutricional
Categorias Baixo risco Moderado Risco Alto risco

Fonte: Adaptado de McDonald (2007)
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Tabela 8 — Taxa minimamente aceitavel de ganho de peso diario (g/dia)

e altura anual (cm/ano), de acordo com sexo e idade

Idade (anos)

IMC > P50

IMC < P50

Ganho diario de peso

Ganho anual de altura

Ganho diério de peso

Ganho anual de altura

(g/dia) (cm/ano) (g/dia) (cm/ano)
Masculino  Feminino Masculino  Feminino Masculino  Feminino Masculino  Feminino
5-5,99 3 2 5 5 7 6 7 7
6-6,99 3 2 5 5 7 7 6 6
7-799 3 3 4 4 8 7 6 6
8-8,99 3 3 4 4 8 8 6 6
9-9,99 2 3 4 4 9 8 5 6
10- 10,99 3 3 4 4 9 11 5 6
11-11,99 3 4 4 4 1 14 5 7
12-12,99 4 1 4 3 15 14 6 6
13- 13,99 4 <1 4 1 18 11 8 3
14 - 14,99 4 <1 3 <1 19 7 7 2

Fonte: Adaptado de McDonald (2008)
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(Continua)

1. Desenho A 2. DesenhoB 3. DesenhoC 4. DesenhoC 5. DesenhoE

||

]

[

e
1 e

el

O mamilo
esta um
pouco
levantado.
O resto do
seio
continua
plano

Fase de
botdo. (0]
mamilo esta
mais
levantado
que no
estagio
anterior. O
seio € um
pequeno
monte e a
aréola esta
mais  larga
que no

estagio 1.

As aréolas e
0s seios
estdo mais
largos que a
fase 2. A
aréola nédo
sai fora do

seio.

As aréolas e
0s  mamilos
formam um
monte que se
sobressai  por
cima do corpo
na forma de
mama

(PS: Algumas
meninas  nao
passam pela
fase 4, passam
direto da fase

3 paraab)

Fase adulta
madura. Os
seios estdo
comp letame
nte
desenvolvid
0s. Apenas
o mamilo se
sobressai
nesta fase, e
a aréola
muda para a
forma geral

da mama.
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(Continua)
1. Desenho A 2. Desenho B 3. Desenho C 4. Desenho D 5. Desenho E
Néo ha a  Ha um Os pelos Os pelos Os pelos
presenca de  pouco de si  mais  estdo estdo como
pelos longos escuros escuros, na fase
pubianos. pelos, nesta fase.  enrolados adulta.
levemente Sdo  mais como na Cobrem
coloridos. grossos e  fase adulta. uma grande
Podem ser  enrolados, Entretanto, area e
lisos ou um  espalhados néo se  geralmente
pouco e ndo cobre  espalharam formam um
enrolados. uma grande  por uma  triangulo, e
area. grande érea, se espalham
e ndo por entre as
atingiram as coXas.

coxas.
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(Continua)

1. Desenho A 2. Desenho B 3. Desenho C 4. Desenho D 5. Desenho E

NVARAWARAN

.

Nio ha a Hd&  um Os pelos
presenca de pouco de si  mais
pelos longos escuros
pubianos. pelos, nesta fase.
levemente Sio  mais
coloridos. grossos e

Podem ser  enrolados,
lisos ou um  espalhados

pouco e nao cobre
enrolados. uma grande
area.

Os  pelos
estdo
€scuros,
enrolados
como  na
fase adulta.
Entretanto,
nao se
espalharam
por uma
grande
area, e ndo
atingiram
as coxas.

Os pelos
estdo como
na fase
adulta.
Cobrem
uma grande
area e se
espalham
por entre as

Ccoxas.
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(Continua)

1. Desenho A 2. Desenho B 3. Desenho C 4. Desenho D 5. Desenho E

Os
testiculos,
saco
escrotal e o
pénis  sdo
do mesmo
tamanho e
forma que
eram
quando

crianga.

Os testiculos
e 0 saco
escrotal

aumentaram
um pouco de
tamanho, a
pele do saco
escrotal

modificou. O
saco segura
os testiculos
baixou um
pouco. O
pénis  ficou
apenas um
pouco maior.

o pénis
cresceu em
principalme
nte em
comprimen
to. Os
testiculos e
a bolsa
escrotal

cresceram e
baixou ais
que 0

estagio 2.

Fonte: Adaptado de MORRIS e UDRY (1980)

o] pénis
cresceu
mais, esta
maior. A
glande
(cabeca do
pénis) esta
maior. O
saco
escrotal
esta  mais
escuro que
antes e esta
maior pois
0s
testiculos
aumentara
m de

tamanho.

O  pénis,
bolsa
escrotal e
testiculos
sdo de
tamanho e
forma de

um adulto.
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ANEXO C
QUESTICMARID DE FRECUENCIA ALIMENTAR PARA CRIANCASDEG A 10 ANCE
Florario do mmicio Diata da entrevista: Ragistro M
Fome do entrevistador:
[Nome da crianca:
Crata de nascimanto:
Escala:
[Noma do responsavel
- Mos Uitimos & meses, seu filho comey.... 7
I [OCES, Salgaamings & QUIGGENMES.
- BRI RE:ET) IR bLb) . I )
ALRIZNTO Hunza mis | miz | sem | s T ds Forgsa Flu|o|B2 2t aimi
*Emimbriha dpo e, R -
Saimz Fxia, Sagadrhz pre ’
1 Chocolae 1 ey P
Bomibam 2un.
Megrinhs jun. F 'y
1Bole =/ coberiam, Boin
I sria ke 1 fabs W L6 &
(rirsied Seves Syl
2 Btsoits com e, - o
Vet Areanimgad f‘m
3 Meod Gombrie®,
o choooisiz®, 1 uniderde
Earre g cereal
Lo 3:::1'. P—
oda Hoss
7o 2 besies Lug
plcok® Com iefie 1 phogig
B Achocoistads em c'::m i VN
omscma®, Taay® ly -
LA Choooetad b
) . . irem P Wi
oy Choromilt
fil Pigocs doce pu seigada 1 = W e .
[ =zizareds) |pizogusiva !
Aoy sdicionadn em - .
e i, et s "
12 Enlas 2. 2
13 Conlins R .
s, UswsE pre “
14 Fuheemaces 100 1iagaau W2
mole o flan 1 e W
- =
15, Lefie condensad, e -
Diace de iefe: —
1 Ealinha de dvave, aun,
Cusra iy, 2un. b, 2
Sonihe i F W2
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Il Salgados e preparagies:

< N 3N 1ED | 2 23 " -
Hncy| . 3 ET: 1] P P | M| 8 |EE| P
ALIMENTO ms | mes | aem | aEm s Ca e
17 Crerssburpe —_
i pAn, ceeme gaedl -
13, aigads Hio Cuninbe, Vil
T {mu Sl
ek e g
3 Smpads ez ) .
Frte Erulmiry mimte! i "'
30, Croissant . ™~
i e kb reai) i *
21,Cachama quenie M LE
2 Peza 1 e W Lil g
- fmom 153 0o
23 Pac de quelin JunF &3 3
24.Bope . -
(gl b o oo furec
25, o 4 paomis 1 e e
2 Ferala ¥ ol W
e P cho i o} . e =
I7.Caiesda e baials com 1 colser W
maiznese 5008 )
Il Lefes & produtos iactens:
< N 3N 1ED | 2 23 . -
ALIMBNTC Kusc| . 3 15 ds Fi | M| 8 |EE| Foea
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ANEXO D
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ANEXO E
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Quadro 3. Representagao do escore de Shwachman-Kulczycki para a classificagao de gravidade das manifestagoes clinicas

da fibrose cistica.

Graduagao Pontos Atividade geral Exame fisico Nutricao Achados radiologicos
Atividade intega. Brinca, Normal. Nao tosse. FC e FR Maptem ST e_statura
5 N > e s acima do percentil 25. Campos pulmonares
Excelente (86-100) 25 joga bola, vai a escola normais. Pulmdes livres. Boa g
Fezes bem formadas. Boa  limpos.
regularmente postura. ~
musculatura e tonus.
Irritabilidade e cansago FC e FR normais em repouso. Peso e altura entre Pequena acentuagao da
Bom (71-85) 20 no fim do dia. Boa fre- Tosse rara. Pulmoes livres. Pouco  percentis 15 e 20. Fezes trama vasobronquica.
quéncia na escola. enfisema. discretamente alteradas. Enfisema discreto.
Necessita repousar Toses SOl e O Peso e altura acima do 32
durante o dia. Cansago manha. FA Iever:ne = percentil. Fezes anormais, Enfisema de media
Médio (56-70) 15 facil apos exercicios. 2 . pouco formadas. Disten- intensidade. Aumento da
Dirninui a o 2o tada. Médio enfisema. Discreto = inal. Hipotrofia e 3
iminui a frequéncia a baquet ook e dedog. sao abdominal. Hip trama vasobronquica.
escola. muscular.
Dispneia apos Tosse frequente produtiva. Re- Peso e altura abaixo do 32  Mocderado eﬁsema Are-
Moderado (41-55) 10 pequenas caminhadas. frag3o toracica. Enfisema mode- percentil. Fezes anormais.  as de atelectasia. Areas
Repouso em grande rado. Pode haver deformidade Volumosa diminuigao da de infecgao discreta.
parte. do torax. Baqueteamento 2/3+. massa muscular. Bronquiectasia.
Tosse intensa. Periodos de ta- Extensas alteracbes
5 quipneia e taquicardia e extensas Desnutrigao intensa. Dis- = =
Grave (40 ou menos) 5 Ortopnea. Confinada alteragbes pulmonares. Pode tensao abdominal. Prolap- Cenomenos obstiutvos.

ao leito.

mostrar sinais de faléncia cardia-
ca direita. Baqueteamento 3/4+.

so refal.

Infecgao, atelectasia,
bronquiectasia.

Fonte: SHWACHMAN e KULCZYCKI (1958).



