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A fibrose cistica (FC) é caracterizada por intenso processo inflamatério, doenca
pulmonar obstrutiva, infeccdo das vias aéreas e ma digestdo/ ma absorcao de
nutrientes e micronutrientes, sendo a nutricdo determinante no progndstico do
paciente. Objetivo: Avaliar os efeitos imunolégicos e nutricionais da
suplementacdo de um concentrado protéico do soro do leite bovino (whey protein
concentrate - WPC), enriquecido com TGF-B e lactoferrina, em pacientes
pediatricos com fibrose cistica, bem como realizar perfil imunoldgico e nutricional
destes pacientes. Métodos: O ensaio clinico de intervengdo nutricional foi
prospectivo, randomizado, duplo cego com placebo e teve duracdo de 4 meses.
As criancas que participaram eram atendidas no Ambulatorio Pediatrico de FC, do
Hospital de Clinicas da UNICAMP, na faixa etaria entre 3 e 12 anos e escore de
Shwachman entre moderado e bom. Quarenta e cinco criangas iniciaram a
suplementacdo e apenas 28 finalizaram, sendo 15 no grupo WPC-TGFB e 13 no
grupo caseina (placebo). Foram incluidas 17 criangas saudaveis como grupo
controle para as analises bioquimicas e imunolégicas. Os suplementos (placebo e
teste) foram submetidos as analises centesimais e microbiologicas. A avaliacao
dos pacientes ao longo da suplementacao foi realizada em trés tempos (TO=antes
da suplementagdo, T1=depois de 2 meses e T2= no final do quarto més).
Determinaram-se os niveis de glutationa nos eritrécitos, a producdo de radicais
reativos de oxigénio (ROS) e de citocinas em sobrenadante de cultura de sangue
periférico (TNF-a, IFN-y, IL-8, IL-6, IL-10), concentracdo de TGF-B2 no soro,
imunoglobulinas séricas (lgA, 1gG, IgM e IgE) e IgA na saliva, cultura do escarro,
niveis de albumina e pré-albumina, avaliagdo antropométrica e de ingestao
alimentar. Em relacdo a analise estatistica, os dados paramétricos foram
analisados com o teste-T e ANOVA para amostras pareadas e os dados nao
paramétricos foram testados por Mann-Whitney e Friedman. O nivel de
significAncia adotado foi de 5%. Resultados: Em relagdo aos sistemas
antioxidante e oxidante em sangue periférico, verificou-se que nao houve
diferenga significativa entre fibrocisticos e individuos saudaveis. A producao
espontanea de TNF-a, IL-6, IL-10 estava aumentada na FC assim como a
producédo de IL-6 em resposta a PHA, a concentragédo de TGF-B2, IgA e IgM no

soro e a concentracao sanguinea de leucdcitos. Por outro lado, os individuos
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saudaveis tiveram maior producdo de TNF-a em resposta ao estimulo pela BCG.
Houve baixo indice de desnutricdo nos participantes. A suplementacao com WPC-
TGFB nao influenciou de forma significativa na concentracdo de GSH,
imunoglobulinas, na infeccao das vias aéreas e no estado nutricional. Em relacao
a GSH embora a mudanca nao tenha sido significativa, observou-se uma
tendéncia de aumento gradual ao longo da suplementacdo. A suplementacao
também provocou um aumento significativo na producdo basal de ROS pelos
granuldcitos, uma redug¢ao na producao de TNF-a em sobrenadante de cultura em
resposta a PHA, além de reduzir momentaneamente (T1) a produgéo de IL-10 na
presenca de PHA. Observou-se atenuacao da diferenca estatistica existente para
TGF-B2, antes da suplementagdo, nos dois grupos. Houve um aumento do
nuamero de eritrocitos e de hemoglobina, provavelmente pela a¢do da lactoferrina.
Conclusao: O presente trabalho mostrou que a crianga clinicamente estavel com
FC consegue manter um balanco oxidante e antioxidante normal. As altas
concentracdes de TNF-a e de IL-6 demandaram uma maior producao de IL-10,
que também pode ter sido a responsavel pela resposta Tyl eficiente para BCG,
expresso pela producdo normal de IFN-y. A maior producdo de IgA e IgM
confirmam um sistema imune adaptativo normal frente ao estimulo frequiente da
colonizacdo bacteriana nesses individuos. Existem indicios nos resultados de que
a suplementacdo a longo prazo em criangas ainda nao colonizadas poderia ser

mais eficiente, o que somente poderia ser elucidado por meio de novos estudos.
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Cystic fibrosis (CF) is characterized by an intense inflammatory process,
pulmonary obstruction, airway infection and gastrointestinal symptoms resulting
maldigestion/ malabsorption of nutrients, and as a consequence nutrition is a
determinant on the patient's prognostic. The aims were to evaluate the effect of
supplementation with a WPC enriched with TGF-B and lactoferrin, in pediatric
patients with cystic fibrosis. Methods: The study was a randomized, double-blind,
placebo controlled, prospective clinical trial of nutritional intervention with four
months of duration. Children were recruited from the Pediatric Outpatient Unit, at
UNICAMP Clinical Hospital, aged between 3 and 12 years and Shwachman score
between moderate and good. The study group started with 45 children,
nevertheless, it ended with 28 subjects: 15 of WPC-TGF B group and 13 of casein
group (placebo). Seventeen healthy children were also used as a control group.
The supplements (placebo and test) were submitted to centesimal and
microbiological analysis. The supplementation was done during four months with
three assessments (TO= before starting the supplementation, T1= with two months
of supplementation and T2= at the end the 4™ months of supplementation) with
appraisal of: erythrocyte glutathione concentration, production of reactive oxygen
species (ROS) by granulocytes, cytokines (TNF-a, IFN-y, IL-8, IL-6, IL-10)
concentration in supernatants from cultures under spontaneous condition, PHA
and Bacillus Calmette-Guérin (BCG)-stimulated peripheral blood mononuclear
cells, levels of serum TGF-B2, immunoglobulins (IgA, 19G, IgM and IgE), albumin
and prealbumin, salivary IgA, sputum culture, anthropometric measurements and
food intake. For statistical analysis, the parametric data were analyzed with T-test
and ANOVA and nonparametric data, with Mann-Whitney and Friedman tests. The
level of significance was 5%. Results: There was no statistical difference between
CF patients and healthy subjects in relation to oxidant and antioxidant system in
peripheral blood. The spontaneous production of TNF-a, IL-6, and IL-10,
production of IL-6 in response to PHA, TGF-2, IgA and IgM in serum and counting
white blood cells was increased in CF patients. Furthermore, healthy individuals
responded better to secretion of TNF-a in response to BCG stimulation. A low
incidence of malnutrition was observed. Supplementation with WPC-TGF {8 did not

have an influence on concentration of glutathione, immunoglobulins, infection of
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airways and nutritional status. Regarding GSH although the change was not
significant, there was a trend of gradual increase during the supplementation.
Furthermore, increased basal stimulation of granulocytes for the production of ROS
reduced the production of TNF-a in culture supernatants in response to PHA,
slightly reduced the production of IL-10 (T1) in response to PHA and also
attenuated the statistical difference existing for TGF-B2, prior to supplementation,
in both groups. The ability to increase the total number of erythrocytes and
hemoglobin was attributed to lactoferrin present in the supplement. Conclusion:
This study showed that clinically stable CF children could maintain a normal
oxidant and antioxidant balance. The high concentrations of TNF-a and IL-6
require a higher production of IL-10, which may have also been responsible for the
efficient TH1 response to BCG, expressed by IFN-y. The higher production of IgA
and IgM confirm a normal adaptive immune system against bacterial colonization
in these patients. It is suggested that supplementation for longer period of children
not yet colonized lead to better results than the ours obtained, however, only
further study could elucidate such an hypothesis.
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A alimentagdo permite aos seres vivos transformar alimentos e nutrientes
do meio exterior em constituintes de seu proprio corpo, porém, para isso é
necessario uma dieta com alimentos adequados, variados e em quantidades
suficientes. Atualmente, muito se comenta sobre alimentos funcionais, uma vez
que possuem substancias que vao além da capacidade de nutrir. Neste contexto,
a dieta tem um papel cada vez mais importante ha manutencdo e promocao de

saude do individuo.

A ingestdao de alimentos funcionais pode trazer inUmeros beneficios ao
organismo e a literatura tem mostrado que varios tipos de dietas e suplementos
podem modular inclusive fungdes do sistema imunolégico, dessa forma, seus
componentes bioativos tém sido propostos para constituir a base de produtos

alimentares funcionais imunomoduladores.

O concentrado protéico do soro do leite bovino é um importante exemplo de
alimento com componentes bioativos e com propriedades fisiol6gico-funcionais
bem documentadas. Este produto lacteo possui atividades imunomoduladora,
antimicrobiana, antiviral, anticancer e antitlcera, bem como beneficios no
exercicio fisico e protecdo cardiovascular. Além disso, o soro de leite possui
algumas proteinas e fatores de crescimento com propriedades especiais, como a
lactoferrina e o Fator-B de Transformacéo de Crescimento (TGF-p).

O enriquecimento da proteina de soro de leite com TGF-B e com lactoferrina
pode potencializar ainda mais os efeitos imunomoduladores, anti-oxidantes e
antimicrobianos do suplemento. Neste sentido, a fibrose cistica € uma doenca em

que um suplemento com estas caracteristicas, pode trazer beneficios.

A fibrose cistica é caracterizada por intenso processo inflamatério, doenca
pulmonar obstrutiva, infeccdo das vias aéreas e ma digestdo/ ma absorcao de
nutrientes e micronutrientes. E uma doenga onde a nutrigdo é determinante no

progndstico do paciente.

Dessa forma, o presente trabalho buscou investigar os efeitos
imunomoduladores de um concentrado protéico do soro de leite — enriquecido com

TGF-B e lactoferrina — em pacientes pediatricos com fibrose cistica.
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2.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS E IMUNONUTRIGCAO

A ciéncia da nutricdo tem importante papel na manutencdo da saude e
tratamento de enfermidades (RAQIB & CRAVIOTO, 2009). Especialmente nos
ultimos vinte anos tem-se enfatizado a otimizacao e o balanco dietético, de forma
a maximizar as fungdes fisiolégicas, proporcionando o maximo de bem estar e
saude, diminuindo o risco de aparecimento de algumas doengas (ROBERFROID,
2002).

Para muitos autores a nutricdo é o maior determinante de saide em uma
populacédo. A ocorréncia de doencas associadas ao estilo de vida e aos habitos
alimentares foram pontos determinantes para o desenvolvimento da ciéncia de
alimentos funcionais (LAJOLO, 2002).

Os alimentos funcionais foram primeiramente descritos no Japao na década
de 80 (ARAI, 2002) e hoje tomam conta do cenario mundial. Existem muitas
definigbes para o termo, entretanto é consenso que alimentos funcionais possuem,
além do carater nutricional, substancias em quantidades suficientes,
potencialmente capazes de atuar nos processos metabdlicos promovendo efeitos
benéficos a saude, bem como melhorando a qualidade e a expectativa de vida das
pessoas (SGARBIERI & PACHECO, 1998).

Portanto, os alimentos e componentes funcionais sao fatores “chave” no
desenvolvimento e no futuro da ciéncia da nutricdo, uma vez que resultam do
conhecimento cientifico acumulado por décadas (ROBERFROID, 2002).

Para os chineses, medicina e nutricdo sdo dependentes um do outro (ARAI,
2002) e desde muito cedo verificaram o quanto a nutricdo poderia interferir nos
diferentes 6rgaos e sistemas corporais. O conceito de que os alimentos podem
afetar as funcgdes fisioldgicas pela interacdo e modulagdo de mecanismos
moleculares revolucionou a area da nutricdo (RAQIB & CRAVIOTO, 2009). Em
1959, surgiu a primeira publicacdo que documentava a inter-relacdo entre nutricao
e infeccdo. Em 1968, a Organizacdo Mundial da Saude mostrou que a nutricao
poderia ter um papel importante na imunidade mediada por células, secrecéo de
imunoglobulinas, funcdo das células T, sistema complemento, produgcdo de

citocinas, entre outros. Desde 1980, simpoésios, conferéncias e cada vez mais
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trabalhos vém sendo feitos na area de nutricdo, imunidade e infeccao
(SCRIMSHAW, 2002).

Estudos mostraram que alguns nutrientes, podem trazer vantagens e atuar
na modulacao do sistema imunoldgico, resposta inflamatéria e vias metabdlicas. O
termo “imunonutricao” € usado para descrever esta inter-relacdo (LEVY, 1998;
HEYS, et al, 2004). Muitos nutrientes podem atuar como imunomoduladores,
entretando os de maior destaque sdo:arginina, glutamina, residuos de glutamil-
cisteina, acidos graxos, selénio, zinco, vitamina A, entre outros (GRIMBLE, 2005;
LEVY, 1998; HEYS et al, 2004).

“A modulacdo do sistema imune através da ingestao de alimentos
funcionais é uma estratégia atrativa e nao invasiva de otimizar a imunidade
e melhorar a saude” (MORENO, 2007, 49p.).

2.2 PROTEINAS DO LEITE

Em 1838 o termo “proteina” foi utilizado pela primeira vez e desde entao
uma série de descobertas tem sido feitas mostrando cada vez mais a sua
importancia para o bom funcionamento das células, érgéos, tecidos e organismo
como um todo. No passado acreditava-se que a fungédo da proteina restringia-se a
formagao de tecidos, entretanto novos conceitos mostram que os aminoacidos e
peptideos, formados a partir da digestao natural de proteinas, sdo absorvidos e
incorporados a varios tecidos e 6rgaos, podendo atuar também na modulagédo de
funcdes em varios sistemas, contribuindo para a diminuicdo do risco de doencas
cronicas, bem como aumentando a longevidade e qualidade de vida (PACHECO;
ANTUNES; SGARBIERI, 2008).

Peptideos bioativos tem sido definidos como fragmentos especificos de
proteina que tem um impacto positivo nas fungdes corporais, podendo influenciar
na saude (KITTS & WEILER, 2005), entretanto, para isso é necessario que sejam
resistentes a acao de proteinas digestivas (MULLALLY; MEISEL; FITZGERARD,
1997). Os aminoacidos que mostram uma atividade fisiologica especial séo:
arginina, glutamina, histidina, lisina, taurina, tirosina e triptofano (MARSHALL,
2004).
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O leite bovino é o produto da secrecdo de suas glandulas mamarias. E
componente comum na dieta de muitas pessoas em todos os periodos da vida.
Possui alto valor nutritivo sendo composto por aproximadamente 5% de lactose,
3,2% de proteina, 4% de lipidios e 0,7% de sais minerais. E importante fonte de
nutrientes essenciais e moléculas biologicamente ativas. (SGARBIERI, 1996;
SEVERIN & WENSHUI, 2005). Também, é uma importante fonte de proteina,
sendo que as duas fragdes protéicas principais sao as caseinas e as proteinas do
soro do leite, que apresentam grande variedade de proteinas e peptideos
bioativos (PACHECO; ANTUNES; SGARBIERI, 2008).

Por décadas, a industria de alimentos dispensou o soro do leite, muitas
vezes descartando-o no meio ambiente, causando um sério problema ambiental
(REGESTER et al, 1996; HARAGUCHI; ABREU; DE PAULA, 2006). Entretanto, a
partir da década de 70, comecou-se estudar as propriedades fisiol6gico-funcionais
das proteinas do leite e desde entdo a industria vem desenvolvendo uma série de
tecnologias para extrair, separar, concentrar e isolar essas proteinas (PACHECO;
ANTUNES; SGARBIERI, 2008). Segundo Borges e colaboradores (2001), as
caseinas podem ser separadas das proteinas do soro por trés processos: a
coagulacao enzimatica, precipitacdo acida em pH isoelétrico e por meio da
separacao fisica por microfiltracdo. A utilizacdo de cada processo sera definida a
partir de quais compostos bioativos serdo priorizados (PACHECO; ANTUNES;
SGARBIERI, 2008).

As principais proteinas do soro do leite sdo: p-lactoglobulina, a-
lactoalbumina, albumina do soro bovino, imunoglobulinas, lactoferrina e
glicomacropeptideos. A fracdo das caseinas é composta principalmente por: a-
caseina, agi-caseina, p-caseina e k-caseina (SGARBIERI; ZIEGLER; CASTRO,
2009).

De uma forma geral, as propriedades funcionais das proteinas do leite, nos

diversos sistemas, podem ser resumidas como ilustra a figura 1.
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Figura 1: Propriedades fisiol6gico-funcionais das proteinas do leite. Figura

adaptada de Pacheco; Antunes; Sgarbieri, 2008.

2.2.1 Efeitos Funcionais Fisiolégicos das Proteinas e Peptideos do Soro de

Leite Bovino

As proteinas do soro compreendem aproximadamente 20% do total das
proteinas do leite bovino e possuem diferentes tamanhos, peso molecular e
funcédo. Em relacao as propriedades fisico-quimicas destas proteinas, sabe-se que
nao sao coaguladas por acido e sdo resistentes a agdo da quimosina; sao
facilmente digeridas e rapidamente absorvidas pelo organismo onde estimulam a
sintese de novas proteinas e devido a esta caracteristica sdo denominadas “fast
metabolizing proteins”; sao também importantes fontes de aminoacidos essenciais
(SGARBIERI, 2004; McINTOSH et al, 1998, SEVERIN & WENSHUI, 2005).

As principais propriedades funcionais das proteinas do soro sao: regulacao
da fungdo imune, atividades antimicrobiana e antiviral, fator de crescimento,
atividade anticancer e antitlcera, beneficios no exercicio fisico, protecéao
cardiovascular, entre outros (HARAGUCHI; ABREU; DE PAULA, 2006;
SGARBIERI, 2004; MARSHALL, 2004; HA & ZEMEL, 2003).
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Na tabela 1 sdo apresentadas as principais proteinas e suas respectivas
propriedades fisioldgico/funcionais.
Tabela 1: Principais proteinas do soro do leite e suas caracteristicas

Proteinas MM (kDa) Caracteristicas
B-Lactoglobulina 18,3 Fonte de aminoécidos de cadeia ramificada —
poupa glicogénio muscular durante o exercicio;
Liga-se a vitaminas lipossoluveis aumentando sua
biodisponibilidade;
a-Lactoalbumina 14,1 Excelente fonte de aminoacidos de cadeia
ramificada e triptofano; efeito in vitro sobre as
funcdes de linfécitos Be T.
Imunoglobulinas 160 a 900 Modulagéo do sistema imune;
Lactoferrina 86,1 Antioxidante; Antibacteriana, antifungica, antiviral;
Promove crescimento de bactérias benéficas;
Regula absorc¢ao e biodisponibilidade do ferro;

Lactoperoxidase 77 Inibe o crescimento de bactérias; cataliza reagdes
como reducao de peréxido de hidrogénio;
BSA* 66,2 Fonte de aminoacidos essenciais; liga-se a
gorduras;
GMP** Fonte de aminoacidos de cadeia ramificada;

pobre em aminoacidos aromaticos: fenilalanina,

triptofano e tirosina.
Fonte: Adaptado de Marschall, 2004. *BSA: albumina sérica bovina; **GMP: glicomacropeptideo

Atividade Imunomoduladora

Bounous e colaboradores foram um dos primeiros grupos de pesquisa a
identificarem o poder imunoestimulante das proteinas do soro de leite bovino
(BOUNOUS & KONGSHAVN, 1982; BOUNOUS; LETOURNEAU; KINGSHAVN,
1983) e posteriormente propuseram que este efeito devia-se a estrutura primaria
da proteina, a alta concentracdo de residuos de glutamil-cistina e as proteinas
isoladas e seus peptideos tais como: imunoglobulinas, lactoferrina, p-
lactoglobulina, a-lactoalbumina, glicomacropeptideo, soroalbumina e a fatores de
crescimento presentes (BOUNOUS & GOLD, 1991). A propriedade antimicrobiana
também esta presente em algumas das proteinas citadas anteriormente.

As proteinas do soro de leite sdo uma excelente fonte de acido glutamico-

cistina, que formam pontes dissulfeto, as quais ndo séao hidrolisadas na digestao,
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sendo absorvidas na forma peptidica de glutamil-cisteina, que é substrato ideal
para a sintese de glutationa (SGARBIERI; ZIEGLER; CASTRO, 2009).

A glutationa é um tripeptideo pleiotropico encontrada em abundancia em
todas as células, sendo um componente celular do sistema antioxidante, uma vez
que atua diretamente na eliminagao e inativagao de espécies reativas de oxigénio
(ROS), (KELLY, 1999). A acao antioxidante da glutationa exerce um efeito positivo
sobre a producao de citocinas inflamatérias, uma vez que o excesso de agentes
oxidantes € um dos responsaveis pela ativagdo do NF-kB (Fator Nuclear-kapa B)
que atua na transcricado destas citocinas (TOWNSEND; KENNETH; TAPIERO,
2003). A glutationa também exerce importante funcédo na estimulacao de linfécitos
para produzirem imunoglobulinas (SGARBIERI, 2004).

As imunoglobulinas constituem uma familia de proteinas de elevado peso
molecular que apresentam propriedades fisicas, quimicas e imunoldgicas
diversas. Sao responsaveis pela imunidade passiva transmitida aos recém-
nascidos. Além disso, sdo encontradas (IgG, IgA e IgM) no soro de leite bovino,
as quais permanecem intactas apds a digestao, podendo atuar ainda no sistema
gatrointestinal por meio da neutralizacdo de organismos patogénicos que tentam
colonizar o intestino, bem como podem atuar sistemicamente na defesa contra
microrganismos extracelulares e toxinas microbianas (MARSHALL, 2004;
SGARBIERI, 2004). A produgéao de imunoglobulinas também pode ser influenciada
pela presenca de lactoferrina (WALZEM; DILLARD; GERMAN, 2002).

A lactoferrina € uma glicoproteina multifuncional que tem sido
extensivamente estudada nas ultimas décadas. Representa cerca de 1 a 2 % da
fracao protéica do soro, sendo que a forma bovina é homologa a forma humana.
(MARSHALL, 2004). E Um importante componente da imunidade inata
(WAKABAYASHI; YAMAUCHI; TAKASE, 2006).

A lactoferrina possui atividade imunomoduladora e antioxidante. Além disso,
também possui um amplo espectro antimicrobiano: bactérias gram-positivas,
gram-negativas (H. influenzae, P. aeruginosa, B. cepacea), virus, fungos,
leveduras e parasitas. Entre as formas de acdo da lactoferrina para inibir o
crescimento microbiano pode-se citar: sequesto do ferro presente no meio;

interacdo, dano e liberacdo da membrana de lipopolissacarideo de gram-
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negativas; agao proteolitica sobre alguns componentes protéicos microbianos
(JENSSEN & HANCOCK 2009). Devido a alta capacidade de ligar-se ao ferro,
além da atividade de antimicrobiana, tem sido proposto que a lactoferrina pode
desempenhar importante papel na absorcédo de ferro (KAWAKAMI; HIRATSUKA,;
DOSAKO, 1988; PAESANO et al., 2009; NAPPI et al., 2009).

Baseado em estudos de administracao oral da lactoferrina, observou-se que
quando digerida (seus peptideos) tem inicialmente uma agdo no sistema imune
associado a mucosa intestinal e posteriormente passa ter um efeito sistémico,
onde ocorre uma interagdo com moléculas alvo e células, levando a modulagao da
resposta imune (WAKABAYASHI; YAMAUCHI; TAKASE, 2006).

Os efeitos anti-inflamatérios da lactoferrina provém da inibicdo da producao
de citocinas proé-inflamatérias; regulacdo das citocinas anti-inflamatérias;
regulacao da proliferacao, diferenciacao e ativacao das células B e T; pode atuar
no processo de fagocitose de neutréfilos; estimulo a producdo de macréfagos
peritoniais e células natural killer no bago (WAKABAYASHI; YAMAUCHI; TAKASE,
2006).

A hidrélise da lactoferrina por pepsina libera a lactoferricina, um peptideo
com forte agdo bactericida tanto para bactérias gram-negativas como gram-
positivas, sendo que este efeito parece ser devido a perturbacdo da membrana
celular (JENSSEN & HANCOCK 2009). A lactoferricina também demonstra uma
acao apotética sobre células de leucemia humana (ROY et al., 2002). Além disso,
estudos de Miyauchi e colaboradores, demonstraram que o hidrolisado péptico de
lactoferrina, contendo lactoferricina, aumentou a produgéo de IgM, IgG e IgA em
culturas de esplendcitos de ratos e a producao de IgA pelas células da placa de
Peyer (MIYAUCHI et al., 1997).

A hidrélise enzimatica também permitiu o isolamento e a identificacdo de
peptideos a partir de B-lactoglobulina e a-lactoalbumina, sugerindo que estas
proteinas também possam exercer um efeito antibidético no organismo apés
hidrolise (PELLEGRINI et al., 1999; PELLEGRINI et al., 2001). A B-lactoglobulina
corresponde a aproximadamente 50% do conteudo protéico do soro. Muito se
conhece sobre a estrutura e a funcionalidade da B-lactoglobulina, porém pouco se

sabe sobre seu papel fisioldégico. Entretanto sabe-se que ela carreia pequenas

59



moléculas hidrofébicas, como o retinol, podendo portanto, atuar na modulacao da
resposta linfatica (MARCHALL, 2004). A a-lactoalbumina é a segunda proteina
mais abundante no soro de leite e vem sendo demonstrado que possui um
importante efeito na funcéo de macroéfagos e células B e T (RUSU et al., 2009).

O GMP é encontrado apenas no soro doce, como produto da agcao da
enzima coagulante quimosina sobre a k-caseina (SGARBIERI, 2004). O GMP
pode apresentar efeitos tanto imunossupressor como imunoestimulante. Em ratos
acido sialico-dependentes o GMP atuou como inibidor da proliferacao de linfécitos
(T e B), por outro lado atuou como fator estimulador de citocinas antinflamatérias
de mondécitos (LI & MINE, 2004). Em estudos com linhagens de células humanas
acido sidlico dependentes, o GMP atuou reforcando significativamente a
proliferacao e atividade fagocitica dos macréfagos (KRISSANSEN, 2007).

Os fatores de crescimento presentes no soro de leite bovino estao cada vez
sendo mais usados em produtos para a saude, devido aos seus mais diversos
efeitos e beneficios. Os fatores mais abundantes presentes no soro sédo: Fator do
Crescimento do Tipo Insulina 1 (IGF-1); Fator-B de Transformacao de Crescimento
(TGF-B); alguns membros da familia de Fatores de Crescimento Epidérmico (EGF)
e Fator de crescimento de Fibroblastos (FBGF), (POULIOT & GAUTHIER, 2006).

O TGF-B2 esta presente em maior quantidade no leite, podendo variar entre
10-70ngmL™ o TGF-B1 também esta presente porém em baixas concentragdes
<5ngmL". A familia TGF-B tem inimeras funcdes e dentre elas se destaca a
atuacao no sistema imunolégico (POULIOT & GAUTHIER, 2006), onde, inibem
respostas inflamatorias, por meio da inibicdo da proliferacéo e a funcao efetora de
células T e macrofagos ativados; regulam a diferenciacdo de subconjuntos
funcionalmente distintos de células T, podendo por exemplo bloquear o
desenvolvimento dos subconjuntos Tyl e Ty2; estimulam a produgédo de IgA e
atuam na reparacgéao tecidual depois que as reac¢des imunoldgicas ou inflamatérias
locais regridem (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI 2008)

Portanto, o aumento da sintese de glutationa, a agao antimicrobiana e acao
direta sobre as células do sistema imune sdo as principais propriedades
imunomoduladoras das proteinas do soro de leite (SGARBIERI; ZIEGLER;
CASTRO, 2009).
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2.3 FIBROSE CISTICA

A fibrose cistica (FC) é a mais comum das doencas mendelianas graves na
infancia, tem carater autossémico recessivo e é mais freqliente em caucasianos
(RATJEN, 2009; O'SULLIVAN & FREEDMAN, 2009; STRAUSBAUGH & DAVIS,
2007), a incidéncia nesta populagdo pode variar entre 1/2000 a 1/5000 nascidos
vivos (TEN KATE, 1977). No Brasil, sabe-se que cerca de 1/10000 nascidos vivos
possuem a doenca (RASKIN et al, 1993). Nos Estados Unidos a média de vida
desses pacientes € de 37 anos, ja na Europa é de 50 anos (O SULLIVAN &
FREEDMAN, 2009).

Foi identificada primeiramente em 1938, pela patologista Andersen, que
descreveu a doenga como “fibrose cistica do pancreas” (ANDERSEN, 1938). Anos
mais tarde a doenca foi caracterizada por ma absorcdo de gorduras e proteinas,
falha de crescimento e doenca pulmonar e devido a caracteristicas da lamina
histolégica foi denominada mucoviscidose (FARBER, 1944). Em 1953, verificou-se
que pacientes com “fibrose cistica do pancreas” possuiam composicao eletrolitica
anormal no suor (DI SANT AGNESE et al., 1953). Somente na década de 80 é
que o gene da FC foi descoberto (QUINTON, 1983; TSUI et al., 1985; ROMMENS
et al., 1989; RIORDAN et al., 1989; KEREM et al., 1989).

O gene da FC, localizado no brago longo do cromossomo 7, codifica uma
proteina com 1.480 residuos de aminoéacidos, denominada CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Condutance Regulator), (RIBEIRO; RIBEIRO; RIBEIRO, 2009).
Esta proteina é expressa em grande parte das células epiteliais das vias aéreas,
do trato gastrintestinal, glandulas sudoriparas e sistema genitourinario (DAVIS,
2006). A CFTR funciona como canal de cloro na membrana apical das células
epiteliais, possuindo também outras importantes fungdes regulatérias como:
regulacao do canal epitelial de sédio e dos canais de ATP, regulacao intracelular
de vesiculas de transporte, acidificacao de organelas intracelulares, regulacao do
célcio enddgeno ativado, regulagdo do transporte de HCO®, de algumas proteinas
e da glutationa (O'SULLIVAN & FREEDMAN, 2009).

As mutagdes do gene podem levar a auséncia ou mal funcionamento da

CFTR, contribuindo para o desenvolvimento da FC. Mais de 1500 mutagdes foram
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descritas, porém as conseqiéncias funcionais de muitas ainda ndo sdao bem
conhecidas (RATJEN, 2009; O'SULLIVAN & FREEDMAN, 2009; RIBEIRO;
RIBEIRO; RIBEIRO, 2002). Segundo Ratjen (2009), as mutagcdes no gene CFTR
podem ser agrupadas em 6 diferentes classes, baseadas nas conseqiéncias
funcionais (Figura 2).

» Classe I: deficiéncia na sintese;

» Classe II: processamento inadequado no Complexo de Golgi;

» Classe lll: regulagao deficiente, ou seja, CFTR nao ¢ ativada pelo ATP

ou AMP-c;
» Classe IV: condutancia anormal;
» Classe V: defeito parcial na sintese;

» Classe VI: degradacao acelerada;

Figura 2: Classes das mutagdes na cystic fibrosis transmembrane regulator
(CFTR). Figura extraida de Ratjen, 2009.
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Cerca de 66% dos pacientes com FC possuem a mutacdo AF508, uma
mutacdo de classe Il. A N1303K também pertence a classe Il. As mutacdes
R1162X e G542X pertencem a classe I, sendo que o X representa stop cddon
(O'SULLIVAN & FREEDMAN, 2009).

Cabe ressaltar que polimorfismos em genes nao-CFTR, ou mesmo
interacdes gene-gene, podem interferir na gravidade da doenca (O SULLIVAN &
FREEDMAN, 2009), por exemplo, muitos estudos mostram que polimorfismos no
Fator-B1 de Transformacgao de Crescimento (TGF- 1) podem estar associados a
doenca pulmonar mais grave (BREMER et al., 2008; BRAZOVA et al., 2006).

A FC é uma doenca que resulta principalmente da associacdo entre
gendtipo-fendtipo e segundo O SULLIVAN & FREEDMAN (2009) os sinais e
sintomas podem variar muito entre os pacientes nas diferentes fases da vida:

» Caracteristicas gerais: histéria familiar de FC, suor “salgado”, tosse
com producdo de escarro, Pseudomonas aeruginosa mucoide nas
secrecdes aéreas, alcalose metabdlica hipoclorémica;

* Neonatal: ileo meconial, ictericia prolongada, calcificacdo abdominal
ou escrotal, atresia intestinal;

» Primeira infancia: infilirados persistentes na radiografia de térax,
déficit de crescimento, hipoproteinemia com anasarca, diarréia
cronica, distensdo abdominal, colestase, pneumonia por
Staphylococcus aureus, hipertensao intracranial idiopatica, anemia
hemolitica;

» Infancia: pansinusite crénica, polipose nasal, esteatorréia, prolapso
retal, sindrome da obstrucdo intestinal retal, pancreatite idiopatica
recorrente ou crénica, doenca hepatica;

 Adolescéncia e idade adulta: aspergilose bronquipulmonar
alérgica, pansinusite crbnica, polipose nasal, bronquiectasias,
hemoptise, pancreatite idiopatica recorrente, hipertensdo portal,
atraso da puberdade e azospermia secundaria a auséncia de canais
deferentes;

E importante que o diagndstico desta doenca seja feito o mais
precocemente possivel, pois isso pode assegurar uma melhor qualidade de vida
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para o paciente, além de assegurar uma evolugao mais controlada da doenca. Em
paises desenvolvidos, a maioria dos pacientes tem diagnéstico confirmado antes
dos dois anos de idade, entretanto, no Brasil esta realidade é bem diferente, a
maioria dos casos tem diagnéstico a partir dos 3 anos de idade (RIBEIRO;
RIBEIRO; RIBEIRO, 2002).

Segundo Ribeiro e colaboradores (2009),0s critérios diagndstico da FC sao:
evidéncia laboratorial de disfungcdo da CFTR, pela presenca de concentracdes
elevadas de cloro (= 60 mEg/L) no suor em duas analises independentes, ou
identificacdo genética de mutacdes de fibrose cistica, associada(s) a uma ou mais
manifestacdes fenotipicas (clinicas).

2.3.1 Sintomas gastrointestinais

Falhas na secrecdo de cloro e reducédo no conteudo de agua fecal podem
conduzir o recém-nascido ao ileo meconial, sendo que a incidéncia é de 11 a 20%
das criancas com FC. Apés a fase neonatal, cerca de 15% dos pacientes
fibrocisticos podem desenvolver a sindrome da obstrucdo intestinal distal (SOID)
ou também conhecida como equivalente meconial, que pode produzir recorrentes
episddios de obstrucdo parcial do intestino na regidao préxima ao ileocecal.
Inicialmente a obstrucdo pode ser incompleta, porém, sem tratamento pode evoluir
para uma obstrucdo completa seguida de vémitos e constante distensao
abdominal (STRAUSBAUGH & DAVIS, 2007; KREMER et al., 2008).

Refluxo gastroesofagico € comum em pacientes com FC, onde mais de
20% apresentam os sintomas, uma vez que muitos fatores associados a FC
podem contribuir para o desenvolvimento desta condicdo (STRAUSBAUGH &
DAVIS, 2007).

Um dos érgaos mais afetados pela FC é o pancreas, em aproximadamente
91% dos pacientes ocorre obstrucdo exdcrina, com posterior insuficiéncia
pancredtica (IP). Esta condicdo pode ocorrer ja ao nascimento, ou nos primeiros
anos de vida e resulta em ma absorcdo de proteinas, lipideos e vitaminas
lipossoluveis (A, D, E, K), havendo necessidade de constante reposicao

enzimatica. Uma das consequéncias mais frequentes da IP é o baixo ganho de
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peso, associado a retardo no crescimento. A IP tem forte associacdao gendétipo/
fendtipo, sendo presente em pacientes cuja mutacdo na CFTR é de classe |, Il, ou
lll, ou seja, nos pacientes com mutacado de classe IV, V e VI o pancreas é
“suficiente”. A suficiéncia pancreatica esta relacionada a pancreatite idiopatica,
sendo que cerca de 20% destes pacientes pancreatico-suficientes desenvolvem
pancreatite cronica (STRAUSBAUGH & DAVIS, 2007; KREMER et al., 2008).

Doenca hepética € a terceira causa mais comum de morte em FC, e muitos
dos pacientes fibrocisticos desenvolvem algum nivel de desordem hepatica, que
pode ser elevacao de transaminases, esteatose hepatica, doenca no trato biliar,
entre outras. A esteatose hepéatica € a mais comum (20 a 60%) seguida da
colelitiase (15%). Um pequeno numero de pacientes desenvolve cirrose, fibrose
portal e hipertensdo portal. O ileo meconial na infancia e a insuficiéncia
pancreatica sdo fatores que predispbem o individuo a doenga hepatica
(COLOMBO et al., 2006; KREMER et al., 2008).

2.3.2 Desordens endocrinas

Com o aumento da sobrevida dos pacientes com FC, a diabetes
relacionada a FC (CFRD) tornou-se mais comum, uma vez que a prevaléncia da
CFRD aumenta com a idade (STRAUSBAUGH & DAVIS, 2007). Moran e
colaboradores (1998) mostraram uma prevaléncia de 9% entre 5 e 9 anos, de 26%
entre 10 e 19 anos, 35% de 20 a 29 anos e de 43% para os maiores de 30 anos. A
sobrevida é maior no género masculino. Pacientes com CFRD tem um acelerado
declinio do estado clinico, além disso, o stress oxidativo aumenta com a piora no
metabolismo da glicose (NTIMBANE et al., 2008; O SULLIVAN & FREEDMAN
2009).

A CFRD é multifatorial, esta disfuncdo endocrina do pancreas pode ocorrer
devido a diminuicdo na fungao das células-B com progressiva fibrose nas llhotas
de Langherans, resultando em distor¢ao, isquemia e morte celular. Outro fator que
pode contribuir sdo os defeitos insulinotropicos na secrecao deste horménio no
intestino, mudangas na sensibilidade a insulina e taxa de clearence insulinica
(NTIMBANE et al., 2008).
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Osteoporose, osteopenia e reabsor¢cao 6ssea comegam a ser um problema
mais proeminente na FC, entretanto, a contribuicao na sobrevida, a sintomatologia
e as origens precisam ser mais estudadas. Os fatores que podem estar
associados ao aparecimento destas complicacdes: retardo na maturacéo puberal,
uso de esterdides, ma absorcdo de vitaminas lipossolluveis, déficit nutricional,
baixa ou nenhuma atividade fisica e doenca pulmonar, a qual promove aumento
de citocinas inflamatérias que aumentam a reabsorcao e reduzem a formacao
Ossea (ARIS et al., 2005; HECKER & ARIS, 2004).

2.3.3 Doenca Pulmonar

A doenca pulmonar é a causa primaria de morbidade e mortalidade de
pacientes com FC. Ao nascerem individuos com FC tem pulmdes aparentemente
normais, entretanto, em pouco tempo a combinacdo entre obstrucéo, infeccao e
inflamacdo comeca afetar negativamente o crescimento, estrutura e fungéo
pulmonar (STRAUSBAUGH & DAVIS, 2007; KREMER et al., 2008).

A alteragdo na fungdo da CFTR da menbrana celular leva a redugédo na
secrecao de cloro e aumento na absorcao de sodio e agua no canal de sédio com
consequente reducdo na quantidade de liquido na superficie das vias aéreas.
Assim, as secrecoes sao desidratadas e anormalmente viscosas, acarretando em
colapso ciliar e reduzido “clearance” mucociliar (KREMER et al., 2008, RATJEN,
2009), com prejuizo neste mecanismo do sistema imune inato que elimina
particulas e patéogenos do pulmédo. Além disso, o0 muco desidratado obstrui
pequenos ductos das vias aéreas, criando micro regides com reduzida quantidade
de oxigénio, resultando em elevado risco de infeccdo endobronquial,
acompanhada por intensa resposta de agentes inflamatérios, que causam dano
epitelial, tornando o local cada vez mais predisposto a infeccdo e exacerbacgdes
(NICHOLS; CHMIEL; BERGER, 2008).

Pacientes com alto grau de inflamagcdo possuem intensa angiogénese no
local, que predispbe a hemoptise, sendo que a continuagdo da inflamacao pode
predispor ao pneumotérax, que esta associado a reducdo na sobrevida
(STRAUSBAUGH & DAVIS, 2007).
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Infeccao

A microbiota que afeta os pacientes com FC é diversa e complexa. O
microorganismo (MO) que afeta primeiramente o fibrocistico € o Staphylococcus
aureus (O'SULLIVAN & FREEDMAN 2009; KREMER et al., 2008) o qual torna-se
multi resitente em 15 a 20% dos pacientes, sendo esta condigcdo associada com
piora da funcdo pulmonar (DASENBROOK et al.,, 2008). O Haemophilus
influenzae é também bastante comum (KREMER et al., 2008).

Pseudomonas aeruginosa (PA) é o patdégeno crénico mais comum nas vias
aéreas de FC, em qualquer idade. Até o final da adolescéncia 80% dos pacientes
serdo cronicamente infectados. A Infeccdo por PA afeta significativamente a
longevidade de pacientes com FC (KREMER et al., 2008). No inicio, a infec¢éo
ocorre em periodos variados e € do tipo ndo-mucéide. Ao longo do tempo, a PA
torna-se mucdide e pode levar a formacao de biofilmes, com alta resisténcia a
acao de antibidticos e as respostas do sistema imune inato (COSTERTON;
STEWART; GREENBERG, 1999). Os fatores de risco associados para a aquisicao
de PA incluem isolamento de S. aureus com terapia antiestafilococica, género
feminino e gendtipo AF508 homozigoto (MASELLI et al., 2003).

A Burkholderia cepacia possui um altissimo poder destrutivo da funcao
pulmonar nos FC. A infeccdo com esta bactéria gram-negativa é tipicamente
crbnica e aumenta as taxas de morbimortalidade. Muitos pacientes vivem por anos
infectados por B. cepacia sem mudancgas clinicas, outros entretanto sao
acompanhados de rapida deterioracao (KALISH et al., 2006; LIPUMA, 71998). A
manifestacdo aguda da B. cepacia é conhecida como “sindrome cepacia’, é
manifestada por pneumonia necrotizante, acompanhada por insuficiéncia
respiratéria e morte (ISLES et al., 1984).

A Stenotrophomonas malthophilia e Achromobacter xylosoxidans também
podem estar presente na microbiota de FC, porém tém baixa viruléncia e um
pequeno efeito no curso da doenca (KREMER et al., 2008).

A infecgdo/colonizagdo pulmonar fungica € comum em FC, sendo a mais
freqiente é a infecgdo por Candida sp, em 50 a 70% do pacientes (BURNS et
al., 1998). Por outro lado o Aspergillus é isolado em aproximadamente 25% dos
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pacientes, podendo estar significativamente relacionado com a doenca. A
aspergilose invasiva é rara, porém fatal. A aspergilose broncopulmonar alérgica é
razoavelmente comum (3,2 a 5,2%), sendo caracterizada por uma exuberante
resposta imunoldgica mediada pela IgE, sendo que a resposta do antigeno é
chiado, infiltracdo pulmonar, aumento de bronquiectasias e fibrose
(GREENBERGER, 2002).

Aproximadamente 13% dos pacientes adultos com FC sdo colonizados ou
infectados por micobacterias nao tuberculosas, sendo a mais comum o complexo
Mycobacterium avium (72%) (OLIVER et al., 2003).

Processo inflamatorio

A infeccdo bacteriana crénica é sem duvida uma importante causa da
inflamacdo em pacientes com FC, sendo considerada por muitos autores como a
causa inicial. Entretanto, outros trabalhos sugerem que o epitélio respiratério do
fibrocistico pode ter caracteristicas proinflamatérias inerentes e que a inflamacao
pode se manifestar independente da infeccdo (ELIZUR; CANNON; FERKOL,
2008). Observacoes de que nos primeiros anos de vida, mesmo na auséncia de
infeccdo, pode ser detectado um estado inflamatério, o que vem suportando a
hipotese de que este é um processo autbnomo e que comeca em resposta a falha
na proteina CFTR das células epiteliais (DIMANGO et al.,1998). Modelos in vitro
tém mostrado que o defeito na CFTR resulta em stress celular com consequente
ativacdo do NF-kB e transcricido de IL-8 que recruta grande quantidade de
neutrofilos para o local, desencadeando o processo inflamatério (TIROUVAZIAM;
KHAZAAL; PEAULT, 2002). Ha consenso de que a presenca dos neutrofilos e a
existéncia da mutacdo na CFTR sao os responsaveis pela inflamacédo na FC
(ROTTNER; FREYSSINET; MARTINEZ, 2009).

Em individuos normais, durante uma resposta inflamatéria, os neutréfilos
migram para o local e juntamente com outros componentes, combatem a infeccao,
sofrem apoptose e sado removidos pelos macréfagos, resultando em um pequeno
dano tecidual local. No epitélio respiratorio do fibrocistico, este processo falha por

algumas razodes: (1) persistentes estimulos pré-inflamatérios; (2) falha na parada
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de producdo de citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas; (3) quantidade
excessiva de neutrdfilos recrutados bem como sua sobrevida celular
anormalmente aumentada que pré-dispdem estas células a sofrerem necrose em
vez de apoptose, prejudicando a habilidade de clearance dos macréfagos; (4) alta
suscetibilidade a apoptose de células epiteliais em resposta ao defeito na CFTR e
(5) macréfagos com maior producao de TNF-a que em individuos normais. Essa
falha no epitélio respiratério do FC, resulta em liberacdo de DNA e fibrilas de
actina, aumentando ainda mais a viscosidade e reduzindo ainda mais o clearance
mucociliar (NICHOLS; CHMIEL; BERGER, 2008; ROTTNER; FREYSSINET;
MARTINEZ, 2009).

Durante o processo inflamatorio, os neutréfilos liberam agentes oxidantes e
proteases, incluindo a elastase, que quando em excessivas quantidades podem
contribuir para a injuria pulmonar. Entre os efeitos deletérios da atividade
proteolitica da elastase no epitélio respiratério pode-se citar: aumento na
reabsorcado de sodio intracelular, aumento da persisténcia bacteriana no local pela
clivagem de receptores dos opsonizadores e reducao do clearance de neutréfilos
pelos macréfagos por meio de clivagem do receptor de fosfoserina destas células.
Além disso, a elastase pode promover a geracao de quimioatrativos de neutroéfilos,
como a IL-8 e leucotrieno B4 (NICHOLS; CHMIEL; BERGER, 2008).

» Stress oxidativo

A condicao fisiolégica da célula exige equilibrio entre as condicbes pré-
oxidantes e antioxidantes; o rompimento do estado estacionario em favor da
condigéo pro-oxidante favorece injurias celulares e o stress oxidativo (RIBEIRO et
al., 2005). Portanto, ROS possuem efeito benéfico ou deletério, dependendo da
concentracdo. O excesso de ROS celular vem sendo descrito por promover a
transcricdo de genes inflamatérios, além disso, pode causar a oxidacao de
macromoléculas, causando um dano molecular irreversivel (GENESTRA, 2007,
ROTTNER; FREYSSINET; MARTINEZ, 2009).

Na FC, o aumento na entrada de sédio para o interior das células epiteliais
causa um aumento na producdo de ATP e, consequentemente, de perdxido de
hidrogénio intracelular e ROS mitocondrial. Assim, é possivel que a producgao de

69



ROS esteja implicada na iniciagdo e manutengao do processo inflamatério, sendo
que a excessiva producdo de ROS ativa o NF-kB e aumenta a transcricdo de
citocinas pré-inflamatérias que podem aumentar a producao de ROS, perpetuando
o ciclo vicioso (TERRY, 2006; OZBEN, 2007).

O defeito na neutralizacdo de ROS também pode ser o responsavel pelo
stress oxidativo na FC. A glutationa tem propriedades antioxidantes bem
conhecidas (TOWNSEND; KENNETH; TAPIERO, 2003; PASTORE et al., 2003;
BALLATORI et al., 2009), entretanto, disturbios na homeostase da glutationa estéo
implicados na etiologia e progressdo de uma serie de doencgas, incluindo a FC
(BALLATORI et al., 2009). A glutationa existe na forma reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG), podendo estar inter e intracelular. No meio extra-celular neutraliza os
radicais livres produzidos pelos neutréfilos durante a inflamagcdao. A CFTR esta
envolvida no transporte da GSH para o interior das células epiteliais, assim, é
possivel que o transporte de GSH esteja comprometido neste tipo celular na FC. A
GSH também inibe a degradacao de I-kB, inibidor da ativacdo de NF-kB; portanto,
baixos niveis de GSH intracelular podem promover a ativacdo do NF-kB,
aumentando ainda mais a expressdo de citocinas proé-inflamatérias (ROTTNER;
FREYSSINET; MARTINEZ, 2009).

Dessa forma, entende-se que defesa no sistema antioxidante esta
associado as mutacées na CFTR, portanto, pacientes com FC possuem
inadequadas defesas antioxidantes, as quais estdo associadas ao elevado stress
oxidativo, que contribui para a perda da fung¢éao pulmonar.

» Citocinas

A resposta inflamatéria também é resultado do complexo balango entre
agentes pré-inflamatérios e agentes anti-inflamatérios. Citocinas sao proteinas
regulatérias que ajudam iniciar e manter respostas imunolégicas. As citocinas
pulmonares sdo derivadas de multiplas fontes: células do epitélio respiratério,
macréfagos, neutrofilos, entre outras (SAGEL & ACCURSO, 2002).

Alguns trabalhos mostram que os niveis de citocinas pré-inflamatérias no
sangue de pacientes com FC sdo semelhantes aos de individuos normais
(WOLTER et al, 1999). Entretanto, no epitélio pulmonar inflamado ocorre
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desregulacdo na concentracdo de citocinas, onde sdo encontradas altas

quantidades de citocinas proé-inflamatérios (IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a) e reduzidas

quantidades de anti-inflamatérias como a IL-10 (COURTNEY; ENNIS; ELBORN,

2004; SAGEL & ACCURSO, 2002; TERRY, 2006). Esta ultima consegue reduzir a

degradacao de I|-kB, enquanto alta expressdo das citocinas pré-inflamatérias

aumenta a expressao e a atividade dos fatores pro-inflamatérios de transcricao

NF-kB e AP-1, que aumenta ainda mais a producao de citocinas pré-inflamatoérias,

reduzindo ainda mais as anti-inflamatérias, transformando a inflamagdo em um

ciclo vicioso (ROTTNER; FREYSSINET; MARTINEZ, 2009).

Novos estudos vém evidenciando que a inflamacdo possui um efeito
sistémico, a comprovacgado disso € a presenca de caquexia, hiperglobulinemia e
osteopenia em pacientes com FC (KRONBORG et al., 1993; SUTER et al., 1989).
A homeostase do calcio é alterada em células com mutacao em CFTR, uma vez
gue mediadores inflamatoérios, como IL-1B e TNF-a, induzem a reabsorcao 6ssea
e ao aumento da liberagdo de Ca*? o qual é acompanhado pela ativacdo do NF-
kB, contribuindo para a propagacdo do ciclo (ROTTNER; FREYSSINET;
MARTINEZ, 2009). As principais citocinas envolvidas no processo inflamatério da
FC sé@o brevemente descritas abaixo:

o Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a): esta envolvido em muitos aspectos
da resposta inflamatoéria, incluindo a inducédo da producao de outras citocinas
inflamatérias e ativacdo de mondcitos e neutréfilos. Pode ser um mediador da
degranulacao neutrofilica (SAGEL & ACCURSO, 2002). Altas concentracdes
podem ser correlacionadas com niveis aumentados de proteina-C reativa e
elastase neutrofilica (NORMAN et al., 1991). Apesar de muitos estudos o TNF-
a, ainda nao pode ser considerado um marcador da doenca.

0 Interleucina 1 (IL-1): é pré-inflamatdria e tem funcées semelhantes ao TNF.
Atua como mediadora da migracdo e ativacdo neutrofilica, promovendo
secundariamente a liberagcdo de outras citocinas, como a IL-8 e a IL-6. A
concentracdo desta citocina, no soro e no lavado brénquico, parece estar
aumentada na FC (SAGEL & ACCURSO, 2002).

0 Interleucina 6 (IL-6): Pode se sobrepor aos efeitos do TNF-a e IL-1, bem

como, estimular a producdo de anticorpos e aumentar a atividade
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hematopoiética de alguns fatores de crescimento. Também tem efeito anti-
producédo de seus antagonistas. IL-6 circulante pode ter correlacdo com baixo
peso e doenca 6ssea (IONESCU et al., 2000; ARIS et al., 2000).

Interleucina 8 (IL-8): é a principal responsavel pelo recrutamento de
neutrofilos para o pulméao em pacientes com FC e outras doencgas respiratorias
cronicas (MIKAMI et al., 1998). Nas vias respiratérias de fibrocisticos a IL-8 é
produzida por células epiteliais, macréfagos e neutréfilos. Os niveis IL-8 nas
vias aéreas tém uma alta relacdo com concentracées de elastase neutrofilica
(McELVANEY et al., 1998), estado clinico (DEAN et al.,1993) e quantidade de
neutrofilos. Karpati, Hjelte e Wretlind (2000) sugeriram que altas concentragoes
de IL-8 e TNF-a estao correlacinadas com estado de deterioragdo pulmonar.
Esta pode ser futuramente um importante marcador clinico da FC.

Interleucina 10 (IL-10): é conhecida como uma citocina anti-inflamatéria com
atividade reguladora. Ela inibe a sintese de TNF-a, IL-1, IL6 e IL-8, a ativacao
de macréfagos, células dendriticas e células natural killer (NK). Esta envolvida
no controle da imunidade natural e adquirida mediada por células (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Interferon gama (IFN-y): é a principal citocina ativadora de macr6fagos e
exerce fungdes criticas na imunidade natural e adquirida mediada por células
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). Durante a infeccdo as ceélulas NK sao
ativadas e induzem a diferenciagéo do precursor de células T para células Ty1
(SAGEL & ACCURSO, 2002). Resposta celular Tyl pode melhorar o
prognéstico do paciente com FC (MOSER et al., 2000).

Fator transformador de crescimento beta (TGF-g): € uma citocina
pleiotropica que atua como potente supressor da imunidade e da inflamagéo,
inibindo a produgao de muitas citocinas produzidas por mondcitos e linfocitos
(TNF-a, IL-1 e IL-6), inibe a proliferagdo das células T e B e induz a produgao
de IL-1RA a qual contribui com efeitos imunossupressores e anti-inflamatorios.
Estimula a produgé@o de IgA por induzir as células B a realizarem a troca de
classe, produzindo assim, imunoglobulinas do isotipo IgA (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2008; SAGEL & ACCURSO, 2002).
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A figura 3 traz um resumo da interacao entre o defeito na proteina CFTR e
a resposta inflamatéria.

Defeito na
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| Excregéo Cl
1 Reabsorcao de Na e agua
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Figura 3: Relagdo entre o defeito na cystic fibrosis transmembrane regulator
(CFTR) e a resposta inflamatéria na Fibrose Cistica
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2.3.4 Nutricao

A literatura € unanime em afirmar que o estado nutricional possui alta
correlacdo com a sobrevida dos pacientes fibrocisticos, entretanto, o equilibrio
nutricional destes individuos pode ser afetado por um conjunto de condi¢cdes como
a insuficiéncia pancreética, doencga pulmonar, infeccdo, doenca hepatica, tipo da
mutacao genética e diabetes, entre outras. (MICHEL; MAQBOOL; HANNA, 2009).
Com a influéncia de tantos fatores, a maioria das criancas com fibrose cistica,
corre o0 risco de apresentar sinais e sintomas de comprometimento nutricional
durante os primeiros anos de vida (CARDOSO et al., 2007).

E cada vez mais evidente que a condi¢do dos pacientes esta intimamente
relacionada com o tratamento que recebem e que os pacientes podem ter uma
melhora no estado nutricional e clinico onde a atencao a nutricao e crescimento é
regular. E encorajador saber que o estado nutricional dos pacientes com FC vem
melhorando ao longo dos anos (SINAASAPPEL et al., 2002).

Segundo o Consenso Europeu de FC (SINAASAPPEL et al., 2002), a
desnutricdo é constatada quando o peso para altura estiver abaixo de 90% em
criangas ou quando o IMC estiver abaixo de 18,5 nos adultos. A desnutricao é um
importante fator de risco associado a morbi-mortalidade (OLVEIRA; OLIVEIRA;
JULIANO, 2005), trabalhos recentes demonstraram isso como verdadeiro tanto
para adultos como para criangas (OZTURK et al., 2003).

Os principais fatores responsaveis pelo déficit nutricional nestes pacientes
sdo: aumento das necessidades energéticas, ma digestdo/ma absor¢cdo — com
consequente esteatorréia, infeccdo, processo inflamatério, anorexia, perda
protéica nas secrecoes pulmonares, uso de medicagdes, disturbios
comportamentais, glicosuria no paciente ja diabético, entre outros (CARDOSO et
al., 2007; DODGE & TURCK, 2006).

As necessidades energético-protéicas dos fibrocisticos sdo aumentadas em
relacdo a individuos saudaveis, as varias recomendacdes elas podem variar entre
110 e 200% (MICHEL; MAQBOOL; HANNA, 2009), porém as recomendacdes
mais aceitas sdo as do consenso europeu de FC, que propde que as NED

(Necessidades energéticas diarias) destes pacientes estejam em torno de 120 a
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150% do recomendado para a mesma idade e género em pacientes saudaveis
(SINAASAPPEL et al., 2002).

A ma digestao/absorcao intestinal na FC € multifatorial, sendo a deficiéncia
enzimatica sua principal causa. Outros fatores a serem considerados sdo o
transporte deficiente de ions através da mucosa intestinal relacionado ao defeito
em CFTR; a perda de sais biliares com 0 aumento da conjugacédo com a glicina e
a diminuicdo da conjugacao com a taurina; alteracées de motilidade com aumento
do transito intestinal e resseccéao intestinal devido a complicacdes de ileo meconial
(CARDQOSO et al., 2007).

A infeccao e inflamacao sdo processos quase que inerentes a FC e estao
fortemente relacionados ao aumento das necessidades energéticas nestes
individuos. A presenca da inflamacéo e infec¢ao crénicas muitas vezes induzem o
individuo a anorexia e desenvolvimento de comorbidades (KREMER et al., 2008;
MILLA, 2007). A interacdo sinérgica entre desnutricdo, infecgdo e inflamacao é
reconhecida ha muito tempo com base em observacgdes clinicas e em dados
epidemioldgicos. Como resultado final ocorre a potencializagdo de cada uma
isoladamente e adicionadas entre si, sendo que a desnutricio compromete as
defesas imunoldgicas do hospedeiro, facilitando a instalacdo de processos
infecciosos que comprometem ainda mais o estado nutricional, tornando-se um
circulo vicioso (OLIVEIRA; OLIVEIRA; JULIANO, 2005).

A importancia da nutricdo no curso da FC é incontestavel e nos ultimos
anos muitos trabalhos tém demonstrado isso (MILLA, 2007). Existe uma forte
relacdo entre o IMC e parametros de funcdo pulmonar, onde a desnutricdo é
correlacionada com maior disfuncao pulmonar, sendo que em geral a desnutricao
precede a doenca pulmonar (OROWITZ, 1996; THOMSON; QUIRK; SWANSON,
1995).

Em trabalho recente de revisdao (MILLA, 2007), foram apontados que os
principais danos a funcao pulmonar causados pela desnutricado precoce sao as
alteracoes na estrutura pulmonar e a ma diferenciacao dos bronquiolos, sendo
que essas condi¢des consideradas de grande prejuizo para a funcédo pulmonar do
paciente nos anos posteriores de sua vida. Este mesmo autor, sugere que em

estagios mais avancados da vida a desnutricdo também pode afetar a funcao
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pulmonar por meio de aumento da superficie forcada e reducao da elasticidade
tecidual, sendo que em caso de recuperagao nutricional a elasticidade tecidual
nao é recuperada.

A ma nutricdo também pode ativar mecanismos de ativacdo imunolégica,
sendo que deficiéncias de vitaminas e outros micronutrientes causam efeitos
deletérios nas defesas pulmonares, como atividade ciliar, balanco antioxidante e
imunidade inata (KELLY; SACKER; MARMOT, 2003).

Contudo, é incontestavel que o estado nutricional do paciente com FC
resulta de um processo dinamico que é influenciado e que influencia muitos

fatores (Figura 4).

’ Desnutricao ‘

Desbalar_wgo energético Estruturas pulmonares comprometidas
Baixo peso Desbalango oxidativo
Ma absor_géo Infecg¢éo crbnica
Anor_eX|a Inflamagé&o crénica
Outras comorbidades no TGl Doenga obstrutiva

. Tosse cronica e falta de arI

Figura 4: Dinamica da desnutricdo na Fibrose Cistica. Figura adaptada Milla, 2007
2.3.5 Pilares do tratamento

Em 1954 Leroy Matthews estabeleceu um programa de atendimento e
cuidado ao paciente com FC e o resultado disso foi um dramatico aumento na
sobrevida e qualidade de vida destes individuos. O programa tinha como base trés
pilares de tratamento: recuperacdo do estado nutricional, reducdo da obstrucéao
das vias aéreas e antibibticoterapia para reducao da infeccao (DAVIS, 2006). Hoje
0 manejo clinico destes pacientes ainda é baseado nos trés pilares propostos por

Matthews, porém com mais um pilar: a supressao do processo inflamatorio.

76



Terapia nutricional

A dieta geral, sem restricdo de macronutrientes, e a orientacdo para o uso
correto das enzimas sdo as primeiras recomendacdes nutricionais ao pacientes
com FC (CARDOSO et al., 2007).

Deve-se ter muito cuidado no manejo dietético do paciente com FC, sempre
procurando suprir as necessidades energéticas com uso de dietas hipercaléricas
com alimentos apropriados para a idade e até mesmo com o uso de suplementos
(CARDOSO et al., 2007). O consenso europeu de FC indica o uso de suplementos
nutricionais quando o IMC em adultos for igual a 18,5 e quando a porcentagem de
peso ideal estiver igual ou inferior a 90% em criangas ou ainda quando a crianga
menor de 5 anos ndo vem ganhando peso ha trés meses. A nutricdo enteral é
indicada se o IMC é inferior a 18,5 em adultos e em criancas se 0 peso e altura
estiverem abaixo de 85% ou se o paciente ndo vier ganhando peso nos ultimos 6
meses. A gastrostomia e a nutricdo parenteral sdo indicadas em situagdes de pos-
operatério ou de pré-transplante pulmonar, ou ainda quando nenhuma estratégia
estiver dando resultado na recuperacdo do estado nutricional (SINAASAPPEL et
al., 2002).

O uso de triacilglicerdis de cadeia longa (TCL) e triacilgliceréis de cadeia
média (TCM) sao excelentes opcdes para melhorar o aporte energético. O TCM
apresenta algumas vantagens em relagdo aos TCL, entretanto a combinacao de
ambos tem se mostrado benéfica, uma vez que TCM sao excelente fonte de
energia e os TCL garantem o adequado aporte de acidos graxos essenciais
(CARDQOSO et al., 2007).

A deficiéncia de insulina na FC esta associada ao aumento no catabolismo
protéico e a terapia com insulina pode contribuir para o aumento de peso do
paciente com diabetes relacionada a FC (DRFC). Uso de outros agentes
anabdlicos como o acetato de megesterol e hormdnio do crescimento para
melhora do apetite comecam a ser cada vez mais propostos (CARDOSO et al.,
2007; DODGE & TURCK, 2006).

A administracao de vitaminas lipossoluveis é extremamente importante para

pacientes com FC, sendo uma pratica comum na assisténcia nutricional.
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Alteracdes de alguns minerais, como calcio, ferro e zinco, e de eletrélitos também
devem ser acompanhadas (CARDOSO et al., 2007; DODGE & TURCK, 2006,
MICHEL; MAQBOOL; HANNA, 2009).

A IP é também um grande e freqlente problema na FC e o uso de enzimas
pancreaticas € uma importante ferramenta no combate a ma digestao e
consequente ma absorcao dos nutrientes; assim, sendo uma vez identificada a IP,
a terapia enzimatica deve ser iniciada. Em 1980, os suplementos enzimaticos
foram reformulados, ficando mais protegidos contra os &cidos gastricos e
minimizando as escoriacoes bucais e perianais (DAVIS, 2006). Uso de bloqueador
de H, ou de inibidor de bomba de prétons contribui para a melhora da acgao
enzimatica. A adequacao do uso enzimdtico é feita por meio de parametros de
crescimento e padrao de fezes (CARDOSO et al., 2007).

Em relacdo a suplementagdo com antioxidantes, sabe-se que a vitamina E
€ 0 antioxiante lipossoluvel mais importante e sua suplementacéo é recomendada
e bem definida. A suplementacdo com vitamina C, selénio e outros antioxidantes
requerem mais estudos (CARDOSO et al., 2007).

Alivio da obstrucao respiratoria

O clearance das secrecoes tem papel fundamental no cuidado ao FC. A
Fisioterapia Respiratéria (FR) teve sua importancia reconhecida na década de 50,
sendo parte fundamental no tratamento diario desta enfermidade (DAVIS, 2006). A
FR tem por objetivo remover mecanicamente as secre¢des viscosas que obstruem
as vias aéreas, por meio da utilizacdo das técnicas de percussado, drenagem
postural, vibracdo, tosse, drenagem autogénica, técnica de expiracao forgcada,
flutter e mascara pressao expiratéria positiva (KREMER et al., 2008).

O uso de drogas que aumentam o clearance também é amplamente
utilizado. Mucoliticos reduzem a viscosidade do muco, sendo que proteina
recombinante humana desoxirribonuclease | (rhDNase), € uma enzima que cliva,
seletivamente, o DNA livre presente no muco reduzindo a sua viscosidade. Nos
ultimos anos, aerossol de solugcédo salina hipertbnica vem sendo utilizado, com

resultados positivos. O uso de brocodilatadores também ¢é pratica comum em
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pacientes com FC, atuando principalmente na ativagdo dos mecanismos que
induzem relaxamento do musculo liso respiratério (KREMER et al., 2008; DAVIS,
2006).

Tratamento da infeccao respiratoéria

A antibioticoterapia contribuiu muito para melhorar a sobrevida de pacientes
com FC e é utilizada ha 60 anos. Os antibiéticos sédo indicados para prevencgao,
retardo de colonizacao, tratamento da agudizacao, supressao da infeccao crbénica
e mais recentemente, tratamento da colonizacdo de via aérea superior em
pacientes pos-transplante, para evitar a infeccdo dos pulmdes transplantados
(DAVIS, 2006).

Alguns estudos tém avaliado a eficacia da terapia inalatéria
antipseudomonas para evitar a colonizagéo crénica. Os resultados foram atraso na
colonizagao crénica e menor declinio da fungdo pulmonar. Considerando que
grande parte dos pacientes com FC sao colonizados por P. aeruginosa,
antibiéticos aminoglicosideos tém sido extensivamente usados nesta populacao
de pacientes (DAVIS, 2006).

Supressao da inflamacao

Recentemente tornou-se evidente que o processo inflamatério precede a
infeccdo. Por essa razdo, tratamento aintiinflamatério deveria ser iniciado
precocemente. Estudos com uso de prednisona mostraram melhora na funcéo
pulmonar, embora com os efeitos colaterais da corticoterapia. (EIGEN et al.,
1995).

O uso de corticoide inalatério poderia minimizar os efeitos sistémicos da
corticoterapia. Um estudo recente, com uso de corticéide inalado (budesonida) em
altas doses, mostrou-se eficaz em reduzir o processo inflamatério na fibrose
cistica. Dessa forma, o uso de corticdide oral e corticéide inalado pode estar
indicado no tratamento de pacientes com FC (BISGAARD et al., 1997).
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3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacdo com um concentrado protéico do soro de
leite bovino (WPC) enriquecido com TGF-B e lactoferrina, na resposta inflamatéria

e nutricional em pacientes pediatricos com diagndstico de fibrose cistica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar o quadro clinico dos pacientes antes da suplementacéo;

» Estabelecer o perfil imunolégico dos pacientes com FC, por meio da
comparagdo com individuos saudaveis;

» Avaliar o efeito antiinflamatério e anti-oxidante do WPC-TGFpB em pacientes
com fibrose cistica utilizando as dosagens de glutationa reduzida (GSH),
espécies reativas de oxigénio (ROS), citocinas (TNF-a, IFN-y, IL6, IL8 e IL-
10 e TGF-B2), imunoglobulinas séricas e Imunoglobulina A na saliva e
hemograma;

» Analisar a colonizacao durante a suplementacéo;

» Avaliar do estado nutricional dos pacientes e identificar se a suplementacéo

promoveu alteragdes favoraveis;
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4 METODOS
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4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foi realizada uma pesquisa do tipo ensaio clinico de intervengéo nutricional,
com os pacientes atendidos no Ambulatério Pediatrico de Fibrose Cistica, do
Hospital de Clinicas da UNICAMP, Campinas, SP, Brasil. A intervencéao foi do tipo
randomizada duplo cego com placebo.

O momento (timing) de mensuracao foi prospectivo, sendo considerado o
estado clinico do paciente antes da suplementagéo, ou seja tempo zero (T0) e os
efeitos durante os quatro meses de suplementagao, por acompanhamento clinico,
no segundo més, tempo um (T1) e tempo dois (T2), final do quarto més.

Também foi determinado o perfil imunolégico dos pacientes com FC,
incluidos na pesquisa, por meio da inclusdo de um grupo controle de individuos
saudaveis, onde foi realizada apenas uma coleta de sangue. Cabe ressaltar que
este grupo controle saudavel serviu apenas como parametro para as
determinacdes bioquimicas, ndo sendo realizada avaliacdo nutricional e nem

ingestao do suplemento.

4.2 POPULACAO

O trabalho foi realizado no Ambulatério Pediatrico de Fibrose Cistica, do
Hospital de Clinicas da UNICAMP, Campinas, SP, Brasil.

Os critérios de inclusao para os pacientes foram:

* Idade entre 3 e 12 anos;

* Que tiveram autorizagéo e assinatura —dos pais ou responsaveis— do termo
de consentimento livre e esclarecido (APENDICE 1);

« Com diagnéstico confirmado de fibrose cistica (2 testes de suor alterados e
/ ou mutagao genética conhecida);

« Com escore de avaliacao clinica entre moderado e bom;

* Vacinados com BCG;
Os critérios de exclusao foram:

» Intolerancia a ingestao via oral ou alergia alimentar as proteinas do leite;

» Aderéncia inferior a 50% do tratamento sugerido .
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Em relacdo ao grupo controle saudavel os critérios de inclusao foram:

» |dade entre 3 e 12 anos;

* Que tiveram autorizacédo e assinatura —dos pais ou responsaveis— do termo
de consentimento livre e esclarecido (APENDICE 2);

» Auséncia de manifestacdes clinicas de doenca;

» Sem historico familiar de doencga crénica;

» Vacinados com BCG;
Os critérios de exclusao para o grupo controle saudavel foram:

» Estar tomando antiinflamatério;

» Relato de febre ou qualquer injuria na ultima semana;

Previamente a selecdo dos pacientes com FC, foi realizado o teste
estatistico para determinar o tamanho da amostra que foi calculado com base nas
estimativas de trabalhos da literatura (ADDE et al., 1997; GREY et al., 2003). Foi
assumido o teste T de Student pareado para o célculo do tamanho da amostra, um
nivel de significancia de 5% e um poder do teste de 80%, assim, assumimos um
tamanho de amostra igual a no minimo 24 individuos, sendo que 12 deveriam ser
do grupo teste e 12 do placebo.

Assim, considerando que poderia haver uma perda de seguimento, foram
selecionados para participar da pesquisa 52 pacientes, sendo que destes, 45
aceitaram participar. Iniciaram 21 individuos recebendo caseina (placebo) e 24
individuos recebendo o WPC-TGF.

Nao houve exclusdo de nenhum dos participantes, entretanto ocorreram 17
desisténcias ao longo do estudo, sendo 1 no momento da primeira coleta de
sangue (T0), 12 antes de ser realizada a segunda coleta (entre TO e T1) e 4 antes
de ser realizada a terceira coleta (entre T1 e T2). Dentre os motivos da desisténcia
um foi pelo medo de colher sangue e os outros 16 foram pelo sabor do
suplemento. Dessa forma a pesquisa terminou com 28 participantes, sendo 15 do
grupo WPC-TGFp e 13 do grupo caseina.

Com relacdo ao grupo controle saudavel, o tamanho da amostra foi
calculado com base no numero de pacientes que iniciaram a suplementagdo em

cada grupo, portanto foram incluidos 16 individuos.
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4.2.1 Escore clinico

A literatura cita aproximadamente 16 escores para avaliar a gravidade da
FC, dentre os quais foi utilizado o escore clinico de Shwachman. Este escore
avalia o paciente em quatro aspectos: atividade geral, estado de nutricao,
radiologia e avaliacdo fisica, cada um destes critérios tem uma variacdo na
pontuacao entre 5 e 25, quanto maior a pontuacao melhor é o estado geral do
individuo (SANTOS et al., 2004).

Foram incluidos no estudo os pacientes que possuiam pontuacao entre 41
a 85, portanto, estado clinico entre moderado e bom (escore em ANEXO 1). Cabe
ressaltar, que a avaliagdo do escore de Shwachman de cada paciente com FC, é
procedimento padrdao realizado pela equipe multidisciplinar do Ambulatério
Pediatrico de Fibrose Cistica, do Hospital de Clinicas da UNICAMP.

4.3 SUPLEMENTOS PROTEICOS

O suplemento teste foi um concentrado protéico do soro do leite enriquecido
com TGFp e lactoferrina (WPC-TGF) fornecido pela empresa “Hilmar Ingredients,
Hilmar, CA, USA”. O placebo foi um concentrado protéico de caseina da empresa
“Synth, Diadema, SP, Brasil”.

O suplemento teste e o placebo foram submetidos a andlises centesimais e
microbiolégicas antes de serem entregues aos pacientes. Quanto as analises
centesimais o0s seguintes métodos foram utilizados: proteina bruta (N x 6,38),
umidade e cinza segundo os métodos descritos pela “Association of Official
Analytical Chemists” (AOAC, 1995). Para a extracdo de lipideos totais foram
utilizados os solventes cloroférmio, metanol e agua (nas proporgbes 10, 20, e 8
mL, respectivamente), conforme metodologia descrita por Bligh & Dyer (1959). Os
carboidratos totais foram estimados por diferenca, subtraindo-se de 100% a soma
dos valores obtidos para as determinacdes anteriores.

O perfil de aminoacidos foi determinado apds hidrélise acida (110°C, HCI 6N,
22h). Foram separados e identificados por cromatografia em coluna de troca

catibnica (Dionex DX 300 amino acid analyzer). Para quantificacdo dos
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aminoacidos utilizou-se mistura padrdo de concentracdes conhecidas, de
procedéncia Pierce (USA).

A andlise microbiolégica do produto foi realizada pelo laboratério de
microbiologia do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL) segundo metodologia
padrao.

4.4 SUPLEMENTAGAO

Os pacientes incluidos participaram previamente de uma entrevista,
juntamente com seu responsavel legal, em que foram esclarecidos os objetivos e
os métodos a serem utilizados.

Como citado anteriormente, antes de iniciar a suplementacdo (T0), o
paciente foi submetido a avaliagdo clinica, exames bioquimicos, bem como a
avaliacao nutricional (descritos mais adiante) e como a suplementacao dietética
teve duracao de 4 meses, os pacientes foram avaliados no segundo més (T1) e ao
término do quarto més (T2).

O Consenso Europeu de Nutricdo em FC sugere que as necessidades
energético-protéicas destes individuos estejam aumentadas entre 120 e 150%
(SINAASAPPEL et al., 2002). Dessa forma, considerou-se que o suplemento
protéico oferecido (suplemento teste ou placebo) deveria suprir o aumento de 50%
nas necessidades de proteina dos pacientes. Cabe ressaltar, que o célculo das
necessidades protéicas foi baseado na recomendacdo em gramas por idade por
dia proposta pela DRI (2002):

Tabela 2: Recomendacbes de proteinas (g/dia) estabelecida pela Dietary
Reference Intake (DRI, 2002) de acordo com as faixas etérias.

Faixa etaria Proteina g/dia Proteina g/dia
(DRI, 2002) (Suplemento)
1 a 3 anos 13 6,5
4 a 8 anos 19 9,5
9a 13 anos 34 17

Fonte: DRI, 2002
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O suplemento foi entregue aos pacientes na forma de p6, em saches com
quantidades padronizadas para a faixa etaria. A administracédo foi feita em duas
doses diarias na forma liquida (dissolvido em leite, sucos ou outras bebidas) ou
ainda na forma original de p6 misturado a farinhas, cereais matinais, purés de
frutas ou outros tipos de alimentos, sempre respeitando a tolerancia do paciente e
a temperatura maxima de 50C, para ndo provocar a d esnaturacdo das proteinas.
Foi entregue ao paciente um pequeno manual onde continham informacgdes sobre
os cuidados com o suplemento bem como receitas para torna-lo mais palatavel
(APENDICE 3).

4.5 AVALIACAO IMUNOLOGICA
4.5.1 Coleta de Sangue

Foram coletados 20 mL de sangue venoso periférico por técnicas padrao
em tubos adequados para cada procedimento realizado, com pelo menos 4 horas
de jejum, sendo tomados cuidados a fim de evitar a hemélise das amostras. As
coletas foram realizadas no Ambulatorio do Centro de Investigagdo em Pediatria
(CIPED), no Ambulatério de Pediatria do Hospital de Clinicas (HC) da UNICAMP

ou ainda na sec¢ao de coleta da patologia clinica do HC da UNICAMP.
4.5.2 Hemograma

Foi realizado a partir de 0,5mL de sangue periférico coletado em tubo com
EDTA (Vacuette®, Brasil), na Secao de Hematologia do Laboratério de Patologia
Clinica do Hospital de Clinicas, UNICAMP. A contagem de células global e
diferencial realizada no aparelho Cobas-Argos 5 Diff, Roche Diagnostics. A
confirmacéao e a caracterizacdo das anormalidades celulares foram realizadas em
esfregacos de sangue corados com May-Griinewald, e a contagem, em
microscépios Zeiss.

Para o estudo foi avaliado tanto o perfil dos eritrécitos como perfil de

leucécitos.
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4.5.3 Glutationa Eritrocitaria

A concentracdo de GSH reduzida nos eritrocitos foi determinada por
espectrofotometria por meio do método de Beutler (1986), modificado por Penna
(1995).

Foi coletado 1 mL de sangue periférico em tubo com EDTA (Vacuette®,
Brasil). Os eritrécitos de sangue periférico foram lisados com agua destilada e, em
seguida, as proteinas presentes foram desnaturadas com solucao de acido
metafosférico glacial (1,67g/100mL). Apds incubagédo por 5 minutos, a solucao foi
filtrada em papel filtro Whatman n.1. Foram acrescentados ao 1 mL do filtrado, 4
mL de fosfato de sdédio 0,3M. Apds leitura em espectrofotometro a 412 nm (DO1),
foram adicionados 100 pL de solucdo de 5,5’-dithiobis (2-acido nitrobenzéico)
(DTNB) e obtida uma segunda densidade ética (DO2).

As densidades éticas foram obtidas, em duplicata, no espectrofotobmetro
(Beckman-Coulter DU-70, Fullerton, EUA).

A concentracao percentual da GSH nos eritrocitos foi calculada por meio da
seguinte férmula:

GSH (mg/dL) = (DO2-DO1) x 31040
% de Hematdcrito

Onde:

DO1= Densidade 6ptica da amostra antes da adigao do DTNB.
DO2= Densidade 6ptica da amostra ap6s a adicdo do DTNB.
31040= Coeficiente de extingdo molar do DTNB

4.5.4 Liberacao de Radicais Intermediarios do Oxigénio pelos Granulécitos

Realizou-se pela técnica de Emmendérffer et al. (1990) modificada, que
determina a producao dos espécies reativas de oxigénio (ROS) em granulécitos,
por meio de citometria de fluxo utilizando a dihidrorhodamina 123 (DHR 123) como
substrato. Nessa reacdo a DHR 123 é oxidada pelo peréxido de hidrogénio em
rhodamina, que é fluorescente e pode ser detectada e medida por citometria de
fluxo (RICHARDSON et al., 1998), segue abaixo uma breve descricdo do método.
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Utilizou-se 1mL de sangue total heparinizado (Vacuette®, Brasil), do qual
foram separadas 3 aliquotas, cada uma com 100 uL, onde apenas uma recebeu
estimulo com 4uL (10uL/mL) de Forbol-12-miristato-13-acetato (PMA). As
amostras foram incubadas a 37°C por 10min. Posteriormente, 2uL (10ug/mL) de
DHR123 foram adicionados a aliquota estimulada e a uma das aliquotas sem
estimulo. Incubou-se a 37°C por 5min. As aliquotas foram lavadas com 3 mL de
PBS (Phosphate-buffered saline — pH 7,4), centrifugadas por 5min a 2200rpm. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet recebeu 3mL de solucao de lise
(NH4CI 0,15M, KHCO3 10mM e EDTA 4Na 37mg/L). Incubou-se a 37°C por 7min,
seguindo-se centrifugacdo por 5min a 1000rpm. Novamente o sobrenadante foi
descartado e as células remanescentes foram ressuspendidas em 350uL tampéao
de lavagem (PBS com 1% de soro bovino fetal inativado pelo calor e 0,1% de
azida sodica) para posterior leitura. As amostras foram denominadas da seguinte
forma: estimulada (sangue + PMA + DHR123), producdo basal (sangue +
DHR123) e branco (sangue). No APENDICE 4 estd uma representacdo
esquematica desta parte da metodologia.

A leitura foi feita em citdmetro de fluxo Coulter XL-MCL (Beckman-Coulter,
EUA), registrou-se 30.000 eventos para posterior analise no programa
computacional EXPO 1.0 (Beckman-Coulter, Flérida, EUA) conforme descrito na
Figura 5.

Para a andlise dos dados, primeiramente foi feita a identificacdo dos
granuldcitos por meio de um gate (A1, A2 e A3). Em seguida foi verificado se o
branco (1) realmente possui pouca ou nenhuma quantidade de células
fuorescentes (C1), uma vez que estas tém fluorescéncia prépria e nao
representam producado de ROS. Posteriormente avaliou-se a producao basal de
ROS (2), ou seja, a quantidade de células fluorescentes (C2) que sao produtoras
de radicais livres mesmo na auséncia de qualquer estimulo. Por fim, verificou-se o
maximo de producao de ROS suportado pela célula (3), mediante ao forte estimulo
do PMA. Os dados foram expressos em percentual de producdo basal de ROS
(C2) e razao entre (D3) por (D2), que representa a capacidade maxima de
producao celular de ROS (vide figura 5).
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Figura 5: Analise, por citometria de fluxo, da producao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) pelos granulécitos, onde 1 é o branco, 2 é a producao
basal de ROS (sem estimulo) e 3 é a amostra estimulada, com o
maximo de producdo de ROS suportado pela célula. A é o gate para a
separacao de granuldcitos dos demais tipos celulares, B é a por¢ao de
células nao fuorecentes, C é a porcao de células fuorescentes e D

representa a mediana de fluorescéncia.
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4.5.5 Producao de Citocinas em sobrenadante de cultura

A andlise da producdo de citocinas foi realizada a partir de cultura de
células mononucleares de sangue periférico (CMSP) o qual foi realizado a partir
de 8 mL de sangue total periférico coletado em tubo heparinizado (Vacuette,
Brasil), modificado do protocolo de Gaines, Andersson e Biberfeld (1996). A
fitohemaglutinina (PHA), na concentracao de 7,5 pg/mL (Sigma, EUA), foi utilizada
como controle positivo; o meio de cultura completo (meio RPMI 1640 (Sigma,
EUA), acrescido de 1% de glutamina (Sigma, EUA), 0,1% de gentamicina e 10%
de soro AB humano (Sigma) inativado como controle negativo. A vacina de BCG
Moreau Rio de Janeiro liofilizada, ap6s reconstituida com meio RPMI 1640, foi
usada na concentracdo 6tima de 5 x 10° UFC/mL.

As CMSP foram isoladas por meio da centrifugagcdo com um gradiente de
densidade, Ficoll-Hypaque 17-1440-02 (Amersham Biosciences, EUA), por 20
minutos a 1800rpm, com posterior lavagem e ressuspensdo em meio de cultura
completo RPMI.

As células, na concentragdo de 2 x 10° células/mL, foram cultivadas em
placas de poliestireno de 96 pocos com fundo arredondado (Nunc, Dinamarca) em
incubadora a 37C, com atmosfera de 5% de CO, durante 48 horas. O
sobrenadante de cultura foi armazenado a -80C até a realizacdo do ensaio de
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay).

Para as dosagens de Interferon gama (IFN-y), Fator de Necrose Tumoral
alfa (TNF-a), Interleucina 10 (IL-10), Interleucina 8 (IL-8), Interleucina 6 (IL-6)
foram utilizados Kits comerciais (DuoSet, RD Systems, EUA). Os ensaios foram
realizados em placas MultiSorp (Nunc, Dinamarca) segundo os protocolos do
fabricante. Resumidamente, as placas foram incubadas com anticorpos de captura
e, apds bloqueio, submetidas a incubacao com amostras e diluicbes do padrao
recombinante do Kit. Em seguida, houve a incubacdo com anticorpos de deteccao,
conjugados a biotina. A incubagdo seguinte ocorre com uma solucdo de
streptoavidina conjugada a peroxidase. A revelacdo da reacao foi feita com
peréxido de hidrogénio e tetrametil-benzidina (TMB) e a inibicdo ocorreu com a

adicao de H»SO4 2N. A leitura foi realizada em 450nm. O limite de deteccédo de
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IFN-y e TNF-a foi de 15,6pg/mL, de IL-10 e IL-8 foi de 31,3pg/mL e de IL-6 foi de
9,4pg/mL.

Em todos os ensaios foi estabelecida uma curva padrdao, com grafico de
dispersao, no qual a variavel X foi a densidade Optica obtida nas leituras e Y, a
concentracao das citocinas. A equacao da figura do grafico foi adquirida por meio
de uma linha de tendéncia polinomial, que sé foi aceita se R? fosse maior que 0,95
no programa Microsoft Excel versdo 2007 (Microsoft Corporation, EUA). Todas as
amostras e pontos da curva padrao foram feitos em duplicata. Os resultados foram
expressos em pg/mL.

4.5.6 Concentracao de Fator-B deTransformacao do Crescimento (TGF-B) no

soro

Foi coletado aproximadamente 1,5mL de sangue periférico em tubo seco
(Vacuette®, Brasil). O soro foi separado a 2800 rpm, por 7 minutos. Para a
dosagem TGF-B foi utilizado o Kit comercial (DuoSet, RD Systems, EUA). Os
ensaios foram realizados em placas MultiSorp (Nunc, Dinamarca) segundo os
protocolos do fabricante. Sucintamente, as placas foram incubadas com
anticorpos de captura e, apds bloqueio. Antes de serem incubadas, as amostras
sofreram ativagao com HCL (1N), por 10min, e posterior neutralizagdo com NaOH
(1N) com Hepes. Apds esta etapa as amostras foram incubadas com diluicées do
padrao recombinante do Kit. Em seguida, houve a incubacdo com anticorpos de
deteccao, conjugados a biotina. A incubagdo seguinte ocorreu com uma solucao
de streptoavidina conjugada a peroxidase. A revelacdo da reacao foi feita com
peréxido de hidrogénio e tetrametil-benzidina (TMB) e a inibicdo da reacéo ocorreu
com a adigcdo de HxSO4 2N. A leitura foi realizada em 450nm. O limite de deteccao
de TGF-B 62,5pg/mL.

Em todos os ensaios foi estabelecida uma curva padrdao, com grafico de
dispersdo, no qual a variavel X foi a densidade Optica obtida nas leituras e Y, a
concentracao da citocina. A equacao da figura do grafico foi adquirida por meio de
uma linha de tendéncia polinomial, que sé foi aceita se R? fosse maior que 0,95 no

programa Microsoft Excel versdao 2007 (Microsoft Corporation, EUA). Todas as
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amostras e pontos da curva padrao foram feitos em duplicata. Os resultados foram
expressos em pg/mL.

4.5.7 Imunoglobulinas séricas

A determinag&o da concentragdo sérica das imunoglobulinas (IgA, 19G, IgM,
IgE) foi realizada a partir da coleta de 4mL de sangue total periférico em tudo
seco.

A separacao do soro e a dosagem de imunoglobulinas por nefelometria foi
realizada no Laboratério de Imunologia do Departamento de Patologia Clinica do
Hospital de Clinicas, UNICAMP.

4.5.8 IgA salivar

A coleta foi realizada com pipeta de plastico Pasteur estéril e descartavel,
coletando-se em torno de 1 mL de saliva. Os pacientes receberam orientacoes de
nao consumir alimentos ou beber (exceto agua) uma hora antes da coleta, bem
como, realizar higiene oral por meio de lavagem com agua pura. Apds a coleta, as
aliquotas de saliva foram pipetadas em tubos eppendorfs, centrifugadas a 1G por
7min e armazenadas a -80 € até a andlise. Essa analise foi realizada no
Laboratério Dr. Franceschi, Campinas-SP, por nefelometria, utilizando-se
protocolo de alta sensibilidade.

4.6 AVALIACAO NUTRICIONAL

A analise antropométrica, a avalicdo dos parametros bioquimicos
nutricionais e a avaliacdo da ingestao alimentar foram realizadas antes do inicio
do ensaio (T0), depois de 2 meses (T1) e ao término de 4 meses (T2).

4.6.1 Antropometria

Para a avaliacdo antropométrica foram realizadas as seguintes medidas:
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» Peso e altura: a pesagem foi efetuada em balanca digital vertical (Personal
Line®, Filizola, Sao Paulo, SP, Brasil), com aproximacao de 0,1 kg. As
criancas estavam vestindo roupas leves e sem sapatos. A altura foi obtida
em estadibmetro de madeira, o qual possuia régua graduada em
centimetros (aproximacgao de 0,1 cm). A técnica adotada para a coleta das
medidas baseou-se nas recomendacgdes propostas pelo Anthropometric
Standardization Reference Manual (LOHMAN; ROCHE; MARTORELL,
1988).

» Circunferéncia de braco: foi obtido com fita métrica ndo extensivel,
milimetrada de acordo com o procedimento descrito por Lohman, Roche e
Martorell (1988).

* Prega cutanea triciptal: foi medida com adipdmetro de marca Lange
(Lange Skinfold Caliper, PAT NO. 3,008,239; Beta Techonology
Incorporated Cambridge, Maryland, USA) conforme procedimento descrito

por Lohman, Roche e Martorell (1988).

Com os dados do peso e altura foi calculado o indice de massa corporal
(IMC) que é a relacado entre o peso e o quadrado da altura (kg/m2) e com os
dados de circunferéncia de braco (CB) e prega cutanea triciptal (PCT) foi
calculado a circunféncia muscular da brago (CMB) segundo a férmula proposta por
Frisancho (1990).

Para todos os individuos foram calculados os escores-Z para os indices
antropométricos estatura/idade (E/I) e IMC/idade (IMC/l) utilizando como
referéncia os dados propostos pela Organizacdo mundial da saude, sendo que
para individuos menores de 5 anos utilizou-se a referéncia da WHO de 2006 e
para os individuos maiores de 5 anos utilizou-se a referéncia da WHO de 2007. Os
calculos dos escores-Z foram realizados pelos programas WHOAnNtro, para
menores de 5 anos e WHOANtroPLUS, para maiores ou igual a 5 anos.

A classificagdo do estado nutricional de acordo com o0s indices
antropométricos, citados acima, foi realizada com base na classificagdo adotada
pela WHO de 2006 e 2007.
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Tabela 3: Pontos de corte, em escore-Z, para estatura para idade (E/I) de acordo
com World Health Organization (WHO, 2006 e 2007)

Escore-Z Diagndstico Nutricional

<-3 Muito baixa estatura para a idade
2-3e<-2 Baixa estatura para a idade

> -2 Estatura adequada para a idade

World Health Organization, 2006 e 2007

Tabela 4: Pontos de corte, em escore-Z, para indice de massa corporal para idade
(IMC/I) para criangas menores 5 anos, de acordo com World Health Organization

(WHO, 2006)
Escore-Z Diagnostico Nutricional
<-3 Magreza acentuada
2-3e<-2 Magreza
2-2e<+1 Eutrofia
24+1e<+2 Sobrepeso
2+2e+3 Obesidade
> +3 Obesidade grave

World Health Organization, 2006

Tabela 5: Pontos de corte, em escore-Z, para indice de massa corporal para idade
(IMC/l) para criancas maiores de 5 anos, de acordo com World Health
Organization (WHO, 2007)

Escore-Z Diagnéstico Nutricional
<-3 Magreza acentuada
2-3e<-2 Magreza

>2-2e<+1 Eutrofia

2+1e<+2 Sobrepeso

>4+2e+3 Obesidade

> 43 Obesidade grave

World Health Organization, 2007
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Foram calculados os percentis de CB e CMB de acordo com o proposto por
Frisancho em 1990. A classificacdo destes indices antropométricos também foi

realizada de acordo com o0 mesmo autor.

Tabela 6: Pontos de corte, em percentil, para circunferéncia de brago (CB) e para
circunferéncia muscular de braco (CMB), segundo Frisancho, 1990

Percentil Diagnéstico Nutricional

CB <5 Risco de doencas e disturbios associados a desnutricao
> 95 Risco de doencas relacionadas ao excesso de peso
CMB <5 Risco de doencas e disturbios associados a desnutricao

Frisancho, 1990

4.6.2 Parametros bioquimicos: Albumina e pré-albumina

As determinacdoes das concentragdes séricas de albumina e de pré-
albumina foram realizadas a partir da coleta de 4mL de sangue periférico em tudo
seco.

A separacdo do soro e as dosagens de albumina e de pré-albumina por
nefelometria foram realizadas no Laboratério de Bioquimica do Departamento de
Patologia Clinica do Hospital de Clinicas, UNICAMP.

4.6.3 Avaliacao da ingestao alimentar

A ingestao energético-protéica dos participantes, foi calculada com base no
recordatério alimentar de 24horas e no registro alimentar de trés dias (dois dias
habituais e um dia de fim de semana).

Os recordatorios alimentares de 24horas foram realizados a cada consulta
(TO, T1 e T2), sendo que a quantificacdo da ingestdo alimentar em medidas
caseiras foi realizada pelo paciente juntamente com seu responsavel. Quanto aos
registros alimentares de trés dias, ao todo foram entregues dois aos pacientes,
sendo que o primeiro deveria ser preenchido no intervalo entre TO e T1 e o

segundo entre T1 e T2. Dessa forma, péde-se ter uma avaliacao bem fidedigna da
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alimentacao dos pacientes. Cabe ressaltar que a cada consulta o paciente e seu

responsavel, eram treinados para fazer o registro alimentar.

Os calculos nutricionais foram realizados com o auxilio do programa

AVANUTRI. A adequacao da ingestao alimentar foi avaliada com base nas DRI's

de 1997, 2000 e 2002, considerando o aumento proposto pelo Consenso Europeu
de FC (SINAASAPPEL et al., 2002):

As NEDs foram calculadas de acordo com idade e género (DRI, 2006).
Como as NEDs de individuos fibrocisticos estdo aumentadas entre 120 e
150%, assim, calculou-se o intervalo de adequacédo das NED. Quanto aos
macronutrientes, foi calculado o percentual de distribuicdo na dieta (DRI,
2002).

Em relacdo a ingestdo de fibras, calculou-se o percentual (%) de
adequacao de acordo com o proposto pela DRI (2002).

Para a avaliacdo da ingestdo de minerais, entraram para o estudo apenas
os citados como importantes pelo Consenso Europeu ou que possuem
acao antioxidante, sendo avaliados Ca, Fe, Zn, Se. O calculo do % de
adequacao, para cada elemento, foi feito com base nas DRI's (1997, 2002,
2000).

Em relacéo a ingestao de vitaminas (A,D,E) calculou-se o percentual (%) de
adequacao, para cada vitamina, em relacao as DRI's (2002, 1997 e 2000) e
o percentual (%) de adequacao em relacdo ao intervalo proposto pelo
Consenso Europeu (SINAASAPPEL et al., 2002).

4.7 AVALIACAO MICROBIOLOGICA

4.7.1 Cultura Rotina Diagndstico no Escarro

A coleta do escarro foi realizada no servigo de fisioterapia do Ambulatério

de Pediatria do HC da UNICAMP. As amostras de escarro foram obtidas apdés a

higienizagdo da boca e coletadas em frasco seco, estéril e com tampa de rosca.

Ap6s a coleta, as amostras foram refrigeradas até o seu processamento no
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Laboratério de Microbiologia do Departamento de Patologia Clinica do Hospital de
Clinicas, UNICAMP.

Antes da semeadura, foi realizada uma triagem por meio da bacterioscopia
do material, onde as amostras aceitas foram as que o niumero de células epiteliais
estiveram inferior 2 10 e o numero de polimorfonucleares estiveram superior a 25,
em aumento de 100x. Com o auxilio de uma alca de niquel-cromo, foi semeada
uma algada (10 pl), por método semi-quantitativo (técnica do esgotamento), nos
meios de cultura Agar Sangue (AS), Agar Chocolate (ACHOC), Agar MacConkey
(AMC), Burkholderia Cepacia Selective Agar (BCSA) e Agar Manitol (AMAN). As
culturas foram incubadas em estufa bacteriolégica, a temperatura de 36 + 1°C,
com COs (AS e ACHOC) e sem CO, (AMC, AMAN e BCSA), por um periodo de 24
— 72 horas, com avaliacdo do crescimento microbiano a cada 24 horas. Quando
nao houve crescimento bacteriano neste periodo, as placas de BCSA e MC foram
mantidas em estufa bacterioldgica por até 7 dias.

4.8 ASPECTOS ETICOS

A pesquisa apresentou operacdes independentes que possuiam relevancia
do ponto de vista ético. Para os pacientes com FC: ingestdo diaria do suplemento
por um periodo de 4 meses; coleta de sangue, avaliacdo microbiologica e
avaliacdo do estado nutricional, com intervalo de 2 meses, sendo ao final 3
coletas. Para as criancas do grupo controle saudavel: uma coleta de sangue e
saliva.

Assim, os pais ou representantes legais das criancas foram informados
sobre os objetivos e os métodos empregados. Uma vez cientes da natureza dos
procedimentos e desconfortos aos quais as criangas seriam submetidas, com
capacidade de livre arbitrio e sem qualquer coacdo, foi solicitado que os
responsaveis assinassem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O protocolo de pesquisa foi submetido e aprovado (n°538/2008) pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp,
Campinas, SP (ANEXO 2) e obedeceu as recomendacbes para pesquisas
biomédicas envolvendo seres humanos, propostas pela Resolugdo no 196 de 10
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de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saude. Cabe ressaltar que foram
enviados dois adendos ao comité de ética, um em novembro de 2008 e outro em
marco de 2010, sendo que ambos receberam parecer favoravel (ANEXQOS 3 e 4).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram organizados e analisados com o programa SPSS® for
Windows, version 7.5.1. ( SPSS Inc., 1989 — 1996, EUA). Descritos em termos de
média, desvio-padrao, mediana, minimo, maximo, frequéncias absolutas (n) e
relativas (%). Posteriormente os dados foram testados quanto a normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk.

Os normais ou paramétricos foram testados pelo teste-T para avaliar se
havia diferenca estatistica entre os suplementos no TO ou T1 ou T2, ou seja,
amostras independentes. O teste-T também foi utilizado para ver se havia
diferenca nos dados paramétricos para a comparacao entre grupo controle
saudavel e grupo de fibrocisticos. O teste ANOVA para amostras pareadas foi
utilizado para ver se havia diferenga estatistica no suplemento ao longo dos
tempos, ou seja, amostras dependentes.

Os nao paramétricos foram testados de acordo com Mann-Whitney, para
amostras independentes e o teste de Friedman foi utilizado para amostras
dependentes. O teste de Mann-Whitney também foi utilisado para ver se havia
diferenca nos dados nao paramétricos para a comparagao entre grupo controle
saudavel e grupo de fibrocisticos

Foi utilizado o teste de comparacdées multiplas para os que apresentaram
diferenga estatistica pelo teste de Friedman, a fim de verificar onde ocorreu a
diferenca nos tempos.

O nivel de significancia assumido foi para p<0,05.

As figuras foram feitas no Software GraphPad Prism, version 4.0 (GraphPad
Software, EUA).
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5 RESULTADOS
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5.1 CARACTERIZACAO DO SUPLEMENTO

As tabelas 7 e 8 mostram a composi¢do fisico-quimica e o perfil
aminoacidico do suplemento teste e do placebo.

Tabela 7: Composicdo centesimal da caseina utilizada como placebo e do
Concentrado protéico de soro de leite-TGFB (WPC-TGF), suplemento teste.

Componentes Caseina — Placebo (%) WPC-TGFB (%)
Proteina (N x F)? 81,2 68,3
Proteina (base seca) 91,16 72,88
Lipidios 1,61 12,48
Cinza 1,75 3,84
Umidade 10,89 6,29
Carboidrato® 4,5 9,09

a: F = 6,38 para caseina e WPC; b: Calculado por diferenca = 100 — (proteinas+lipidio+cinza+umidade)

Tabela 8: Aminograma das fontes protéicas caseina, utilizada como placebo e
concentrado protéico de soro de leite-TGFB (WPC-TGF), suplemento teste.

Aminoacidos 9/100g de Proteina (base seca)
Caseina WPC-TGFpB

Acido aspartico 6,25 10,16
Acido glutamico 19,88 16,95
Serina 5,12 5,18
Glicina 1,73 2
Histidina 2,68 1,79
Arginina 1,72 1,44
Treonina 3,79 6,22
Alanina 2,75 5
Prolina 9,96 5,9
Tirosina 5,3 3,19
Valina 5,8 5,64
Metionina 2,63 3,1
Cisteina 1,4 2,01
Isoleucina 4,97 6,49
Leucina 8,52 10,16
Fenilalanina 4,98 3,63
Lisina 7,31 9,32
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O WPC-TGFp apresentou um teor protéico menor que o da caseina, por
outro lado, os teores de lipidios, carboidratos e cinza estiveram mais elevados.
Quanto ao teor aminoacidico, as proteinas do soro de leite diferem das caseinas
por apresentarem teores mais elevados dos aminoacidos indispensaveis treonina,
isoleucina, leucina lisina e metionina, além disso, o WPC é melhor fonte de
aminoacidos sulforados (metionina e cisteina), de alanina e acido aspartico. As
proteinas do soro também apresentam teores mais baixos dos aminoacidos de
cadeia aromatica (fenilalanina e tirosina).

Em relacdo as analises microbioldégicas em todos os parametros o
suplemento atendeu a legislagao vigente. Em ANEXO 5 seguem os laudos.

5.2 CARACTERIZAGAO DOS PACIENTES

A tabela 9 apresenta as caracteristicas dos grupos (placebo e WPC-TGFp)

de pacientes fibrocisticos antes de iniciarem a suplementacao.

Tabela 9: Caracterizacao dos pacientes antes de iniciarem a suplementagao

Grupo Grupo
Caseina (n=24) WPC-TGFp2 (n=21)

Caracteristica

Idade (meses) 101,47 + 44,362 100,9 + 32,83%
Género (Feminino / Masculino) 11/13° 12/9°
Escore de Shuwachman 75 (40 — 85)° 80 (60 — 85)°
Doenca associada

Insuficiéncia pancreética 23° 21°
Hepatopatia 7 10
Diabetes 0 3
Estudo genético (mutacao)

AF508 homozigoto 7° 7°
AF508 heterozigoto / R1162X 1 1
AF508 heterozigoto / N1303K 0 1
AF508 heterozigoto / G542X 0 1
AF508 heterozigoto/Desconhecido 12 11
Desconhecido 4 0

a: Dado paramétrico: MédiatDesvio padrao, b: Frequéncia, c: Dado nao parametrico: Mediana (minimo — maximo)
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Houve grande homogeneidade entre o0s grupos, tanto quanto as
caracteristicas gerais (ldade, género e escore clinico) como em relacdo a
presenca de doencas inerentes da FC e estudo genético. A maioria dos pacientes
apresentou insuficiéncia pancreatica, caracteristica prépria da doenca. A presenca
de hepatopatia foi baixa, sendo um dado extremamente relevante uma vez que a
funcéo hepatica esta relacionada a producéao de glutationa. O estudo genético esta
relacionado com a gravidade da doenca, dessa forma no grupo avaliado houve
predominancia das duas classes de mutacdo associadas as formas mais graves
da doenca, classes | e Il.

Cabe ressaltar, que nao foi incluida a frequiéncia da doenga pulmonar, uma
vez que todos os pacientes, em maior ou menor grau, possuem inflamacao,

obstrucao e infeccao respiratéria.

5.3 AVALIACAO IMUNOLOGICA

5.3.1 Hemograma

A mediana dos valores de leucécitos e de eritrocitos para os grupos de
fibrocisticos e de controles saudaveis estdo expressos nas tabelas 10 e 11.
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Tabela 10: Glébulos brancos (WBC) nos pacientes com fibrose cistica e no grupo
de individuos saudaveis

Parametro Mediana p?
Hematoldgico (Minimo — Maximo)
WBC Pacientes com FC 9,91 0,000***
(x10%/mm?3) (5,45-22,38)
Controles Saudaveis 6,39
(1,79-8,66)
LINFO Pacientes com FC 3,89 0,006**
(x10%/mm?) (2,27-6,67)
Controles Saudaveis 2,79
(1,92-4,99)
MONO Pacientes com FC 0,65 0,003*
(x10%/mm?3) (0,11-3,44)
Controles Saudaveis 0,42
(0,24-0,91)
NEU Pacientes com FC 4,82 0,001**
(x10%/mm?3) (2,18-11,28)
Controles Saudaveis 3,13
(1,44-5,06)

a: Teste de Mann-Whitney; “Diferenca estafistica: p<0,05; ~Diferenca estatistica: p<0,07; ~Diferenga estafistica: p<0,001;
WBC: leucécitos; LINFO: Linfécitos; MONO: Monécitos; NEU: Neutréfilos.

A concentracdo de todos os leucécitos foi maior estatisticamente para o
grupo dos pacientes com fibrose cistica.
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Tabela 11: Eritrocitos (RBC) nos pacientes com fibrose cistica e no grupo de

individuos saudaveis

Parametro Mediana p?
Hematolégico (Minimo — Maximo)
RBC Pacientes com FC 4,91 0,087
(x108/mm?3) (4,18-5,74)
Controles Saudaveis 4,82
(4,17-5,24)
HCT Pacientes com FC 39,5 0,366
(%) (34,1-45,3)
Controles Saudaveis 40,55
(34,1-45)
HGB Pacientes com FC 13,05 0,503
(g/dL) (11,4-15,2)
Controles Saudaveis 13,35
(11,1-14,8)
MCH Pacientes com FC 27,1 0,011~
(P9) (20,8-29,9)
Controles Saudaveis 28,4
(24,2-30,7)
MCHC Pacientes com FC 33,4 0,375
(g/dL) (29,7-35,3)
Controles Saudaveis 33
(30,5-34,5)
MCV Pacientes com FC 80,75 0***
(fL) (69-88,1)
Controles Saudaveis 85,1
(79,2-89,7)

a: Teste de Mann-Whitney; *Diferenca estatisfica: p<0,05; Diferenca estatistica: p<0,001; RBC: Eritrocitos; HCT:
Hematécrito; HGB: Concentragdo de Hemoglobina; MCH: Volume corpuscular médio de hemoglobina; MCHC:
Concentragao corpuscular média de hemoglobina; MCV: Volume corpuscular médio.

A populagao de eritrdcitos variou muito pouco entre os pacientes com FC e
os individuos saudaveis, porém, tanto MCH quanto o MCV, foram menores

estatisticamente para os fibrocisticos.
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Os valores medianos das populagdes de eritrocitos e de leucécitos dos

pacientes , ao longo da suplementacao estdo apresentados nas tabelas 12 e 13.

Tabela 12: Eritrécitos (RBC) nos grupos placebo e WPC-TGFB em relacao ao
tempo (TO, T1, T2)

TO T1 T2
Parametro Mediana p°
hematoldgico (Minimo — Maximo)
RBC Caseina 4,97 4,99 5,08 0,913
(x10%/mm?3) (4,18 -5,74) (4,38-6,44) (3,95-5,83)
WPC 4,85 5,14 5 0,016*
(4,35-5,46) (4,75-5,77) (4,49 -5,38)
HCT Caseina 39,6 38,85 40,75 0,401
(%) (34,1 -35,3) (35,3—-52,4) (33,8—-46,4)
WPC 39,4 41,55 41,4 0,05*
(34,2-428) (35,8—44,9) (34,4-471)
HGB Caseina 13,05 12,9 13,4 0,472
(g/dL) (11,3-15,2) (11,7-17,4) (10,4 —14,8)
WPC 13,05 14,15 13,5 0,009**
(11,9-147) (12,1-14,7) (11,6 -15,5)
MCH Caseina 26,56 26,3 26,25 0,758
(P9) (20,8 -29,3) (21,4-28,6) (20,8-29,2)
WPC 27,3 27,6 28 0,383
(22,9 — 29,9) (23,2 — 29) (23 —28,9)
MCHC Caseina 33,2 33,2 32,35 0,114
(g/dL) (29,7 — 35,3) (29,1 — 35) (28,7 — 33,9)
WPC 33,5 33,7 32,9 0,021*
(30,9-35,1) (29,5-35,5) (30,8 —34,6)
MCV Caseina 79,6 79 80,6 0,338
(fL) (69 — 87,6) (64,5 — 87) (69,8 — 89,2)
WPC 81,65 81,95 84,5 0,106
(69,6 —88,1) (70,6 —86,1) (72,1 —90)

b : Teste de Friedman; *Diferenca estatistica: p<0,05; "Diferenga estatistica: p<0,01; RBC: Eritrécitos; HCT: Hematocrito;
HGB: Concentragdo de Hemoglobina; MCH: Volume corpuscular médio de hemoglobina; MCHC: Concentragao corpuscular
média de hemoglobina; MCV: Volume corpuscular médio.
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A administracdo WPC-TGFB aumentou estatisticamente a populagdo de
eritrocitos totais e de hemoglobina, houve também, variagdo estatistica para
concentragdo corpuscular média de hemoglobina. Nos demais parametros nao

houve mudanca estatistica.

Tabela 13: Glébulos brancos (WBC) nos grupos placebo e WPC-TGFB em relacao
ao tempo (T0, T1, T2)

TO T1 T2
Parametro Mediana p°
Hematol6gio (Minimo — Maximo)
WBC Caseina 9,23 9,25 9,82 0,307
(x10%/mm?3) (5,45-21,52) (7,18-22,11) (6,73 —18,37)
WPC 10,43 9,91 9,39 0,368

(0,71 —22,38) (7,92 -23,25) (6,63 —19,71)

LINFO Caseina 3,87 3,71 3,85 0,558
(x10%/mm?3) (2,27 — 6,67) (2,33-6,2) (1,93 - 6,91)
WPC 3,89 3,79 3,71 0,558

(2,35-6,22) (1,42 -9,99) (1,46 —6,34)

MONO Caseina 0,66 0,68 0,75 0,338
(x10%/mm?3) (0,11 -3,44) (0,34—1,54) (0,29 —2,02)
WPC 0,65 0,67 0,59 0,558

(0,2-1,15) (0,53 -1,16) (0,42 —1,45)

NEU Caseina 4,82 5,18 5,28 0,92
(x10%/mm3) (2,18 -10,64) (3,19-11,93) (2,62—10,2)
WPC 4,86 4,86 4,59 0,368

(2,44—11,28) (3,82-10,46) (2,17 — 11,74)

b: Teste de Friedman; WBC: leucocitos; LINFO: Linfécitos; MONO: Monocitos; NEU: Neutrofilos.

A suplementacao néo interferiu estatisticamente, nos leucécitos.

5.3.2 Glutationa eritrocitaria

A figura 6 apresenta a comparacao entre a concentracado média de GSH
nos eritrocitos, de individuos saudaveis e de pacientes com FC. A figura 7 mostra
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a evolucdo da concentracdo média de GSH nos eritrécitos ao longo da

suplementacao.
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Figura 6: Concentracdo de glutationa nos eritrécitos (mg/dL) de pacientes
fibrocisticos (M) e de criancas saudaveis (¥). p>0,05, portanto sem
diferenca estatistica.

A GSH nos eritrécitos nao diferiu estatisticamente entre o grupo de
individuos saudaveis e dos pacientes fibrocisticos.
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Figura 7: Concentracdo de glutationa nos eritrécitos (mg/dL) de pacientes
fibrocisticos no inicio (TQ), com dois meses (T1) e no final do quarto
més (T2) da suplementagédo alimentar com suplementos de caseina
(A) e WPC-TGFp2 (O).p>0,05, portanto sem diferenca estatistica.
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A concentracdo média de GSH entre os grupos de fibrocisticos ao longo da
suplementacao, verificou-se que nao houve diferenca estatistica antes da
suplementacao, sendo de 56,63+14 para o placebo e de 59,65+10,13 para WPC-
TGFB. Apesar de observar-se um discreto aumento gradual na média da GSH do
grupo que ingeriu o WPC-TGFB, ndo houve diferenca estatistica, nos tempos
considerados.

5.3.3 Liberacao de Radicais Intermediarios do Oxigénio pelos Granulécitos
A producao basal de ROS (C2: vide figura 5) e a capacidade maxima de

producdo de ROS (razdo entre D3 e D2: vide figura 5) de pacientes com FC
comparado a individuos saudaveis estao apresentadas nas figuras 8 e 9.
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Figura 8: Percentual basal de producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
pelos granulécitos de pacientes fibrocisticos (M) e de criancas

saudaveis (¥). p>0,05, portanto sem diferenca estatistica.

N&ao houve diferencga estatistica entre os grupos na a producéao celular basal
para a producao de ROS.
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Figura 9: Capacidade maxima de producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) pelos granulécitos de pacientes fibrocisticos (H) e de criangas
saudaveis (¥). p>0,05, sem diferenca estatistica.

Também nao houve diferenca estatistica na capacidade méaxima de
producao de ROS pelos granuldcitos.

As figuras 10 e 11 apresentam a evolugao dos pacientes fibrocisticos, ao
longo da suplementagéo, em relagdo a producéo basal de ROS dos granuldcitos
(C2: vide figura 5) e a capacidade de producao de ROS (razédo entre D3 e D2: vide

figura 5).
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Figura 10: Percentual basal de producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)
pelos granulécitos em pacientes fibrocisticos no inicio (T0), com dois
meses (T1) e no final do quarto més (T2) da suplementacao alimentar
com suplementos de caseina (A) e WPC-TGFB2 (O). Diferenca
estatistica entre os tempos do WPC-TGFB2 (**: p<0,01) pelo teste de
Friedman. Pelo teste de compara¢des mutiplas diferenca entre TO-T1,
T1-T2, TO-T2.
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Figura 11: Capacidade maxima de producao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) pelos granulécitos em pacientes fibrocisticos no inicio (TO0),
com dois meses (T1) e no final do quarto més (T2) da suplementacao
alimentar com suplementos de caseina (A) e WPC-TGFp2 (O).

p>0,05, portanto sem diferenca estatistica.

Os testes estatisticos mostraram que antes de iniciar a suplementacao (T0)
nao havia diferenga entre os grupos (placebo e WPC-TGFB), tanto em relacao a
producéo basal quanto para capacidade maxima de producédo de ROS (figura 10 e
11).

O percentual basal de células produtoras de ROS sofreu mudanca
estatistica, com aumento gradual, ao longo dos tempos para o grupo que ingeriu o
WPC-TGFB.

Quanto a producédo de ROS, medida pela capacidade maxima de producao,

nao houve mudanca estatistica entre os grupos ao longo da suplementacao.

5.3.4 Producao de Citocinas em sobrenadante de cultura

As figuras 12, 13 14 e 15 elucidam a resposta celular espontanea e frente a
presenca de antigeno (BCG) e mitdgeno (PHA). Foram avaliadas a producao de
TNF-a, IFN-y, IL-8, IL-6 e IL-10 de pacientes com FC comparado a producao de

individuos saudaveis.
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Figura 12: Concentracdo de TNF-a (pg/mL) no sobrenadante de cultura de CMSP

nao

estimuladas (espontanea), estimuladas por BCG ou

fitohemaglutinina (PHA), por 48 horas, de pacientes fibrocisticos (H) e

de criancas saudaveis (¥). Pelo teste de Mann-Whitney, diferenca

estatistica para a cultura ndo estimulada (***: p<0,001) e diferenga
para a estimulada por BCG (**: p<0,01). Para PHA, p>0,05, portanto

sem diferenca estatistica.
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Figura 13: Concentracao de INF-y (pg/mL) no sobrenadante de cultura de CMSP

nao

estimuladas (espontanea), estimuladas por BCG ou

fitohemaglutinina (PHA), por 48 horas, de pacientes fibrocisticos (H) e

de criancas saudaveis (4¥). Pelo teste de Mann-Whitney, diferenca

estatistica para a condicdo espontanea (*: p<0,05), para as demais

condi¢des sem diferencga estatistica.
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Figura 14: Concentracdo de IL-8 (pg/mL) no sobrenadante de cultura de CMSP
nao estimuladas (espontanea), estimuladas por BCG ou
fitohemaglutinina (PHA), por 48 horas, de pacientes fibrocisticos (H) e

de criancas saudaveis (¥). p>0,05, portanto sem diferenca estatistica.
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Figura 15: Concentracdo de IL-6 (pg/mL) no sobrenadante de cultura de CMSP
ndao estimuladas (espontanea), estimuladas por BCG ou
fitohemaglutinina (PHA), por 48 horas, de pacientes fibrocisticos (H) e
de criancas saudaveis (¥). Pelo teste de Mann-Whitney, diferenca
estatistica, para as condicoes: espontanea (***: p<0,001) e PHA (**:
p<0,01), para BCG p>0,05, portanto sem diferenca estatistica.
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Concentragao de IL-10 (pg/mL) no sobrenadante de cultura de CMSP

ndao estimuladas (espontanea), estimuladas por BCG ou
fitohemaglutinina (PHA), por 48 horas, de pacientes fibrocisticos (H) e
de criancas saudaveis (¥). Pelo teste de Mann-Whitney difereca
estatistica apenas para a condicao espontdnea (***:p<0,001). Sem
diferenca estatistica (p>0,05), para BCG e PHA.

Em relacdo a producdo de citocinas pré e anti-inflamatérias, observou-se

que os pacientes com fibrose cistica apresentaram, estatisticamente, maior
producdo espontanea de IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-10. Frente a presengca do

mitégeno PHA as células mononucleares de sangue periférico dos fibrocisticos

apresentaram uma maior producado de IL-6, entretanto, frente a presenca de BCG

as células

do grupo de individuos saudaveis apresentaram uma maior producéo

de TNF-a. Para as demais condi¢des ndo houve diferenga.

As figuras 17, 18, 19, 20 e 21 mostram a producao celular de TNF-a, IFN-y,
IL-8, IL-6 e IL-10 ao longo da suplementagdo com WPC-TGFB e de caseina

(placebo).

Foi avaliada a resposta celular espontdnea e frente a presenca de

antigeno (BCG) e mitégeno (PHA).
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Figura 17: Concentracado de TNF-a (pg/mL) no sobrenadante de cultura de CMSP
nao estimuladas (espontanea), estimuladas por BCG ou
fitohemaglutinina (PHA), por 48 horas, de pacientes fibrocisticos no
inicio (T0), com dois meses (T1) e no final do quarto més (T2) da
suplementacao alimentar com suplemento de caseina (A) e WPC-
TGFB (O).Diferenga (*) entre os tempos do WPC-TGF na condicao
PHA pelo teste de Friedman (p<0,05).
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Figura 18: Concentracao de INF-y (pg/mL) no sobrenadante de cultura de CMSP

BCG

fitohemaglutinina (PHA), por 48 horas, de pacientes fibrocisticos no

nao estimuladas (espontanea), estimuladas por ou

inicio (T0), com dois meses (T1) e no final do quarto més (T2) da
suplementacao alimentar com suplemento de caseina (A) e WPC-
TGFp (O).p>0,05, portanto sem diferenca estatistica.
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Figura 19: Concentracdo de IL-8 (pg/mL) no sobrenadante de cultura de CMSP
ndao estimuladas (espontanea), estimuladas por BCG ou
fitohemaglutinina (PHA), por 48 horas, de pacientes fibrocisticos no
inicio (T0), com dois meses (T1) e no final do quarto més (T2) da
suplementacao alimentar com suplemento de caseina (A) e WPC-
TGFB (O). p>0,05, portanto sem diferenca estatistica.
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Figura 20: Concentracdo de IL-6 (pg/mL) no sobrenadante de cultura de CMSP
nao estimuladas (espontanea), estimuladas por BCG ou
fitohemaglutinina (PHA), por 48 horas, de pacientes fibrocisticos no
inicio (T0), com dois meses (T1) e no final do quarto més (T2) da
suplementacao alimentar com suplemento de caseina (A) e WPC-
TGFB (O). p>0,05, portanto sem diferenca estatistica.

122



7000+

- A a
£ 4000+ A A
5 AA Oo A :A * o
— La %o AA“:- ‘n 8 P Bmrd DR
o 1000_' A A Aeilh oo A
- A 0 ~T - o 08)
' A A, 4 o A Aa =0 g
= 4 o o & A o 000 Ny o ®
A, 0 % g P -:: * oCQ ® & Aoy “ d%)oo (%)
A
lkdkdk @G 2 2°3 R
TO T1 T2 TO T1 T2 TO T1 T2 TO T1 T2 TO T1 T2 TO T1 T2
Espontanea BCG PHA

Figura 21: Concentracdo de IL-10 (pg/mL) no sobrenadante de cultura de CMSP
ndao estimuladas (espontanea), estimuladas por BCG ou
fitohemaglutinina (PHA), por 48 horas, de pacientes fibrocisticos no
inicio (T0), com dois meses (T1) e no final do quarto més (T2) da
suplementacao alimentar com suplemento de caseina (A) e WPC-
TGFB (O). Diferenca estatistica (*) entre os suplementos no T1 da
condicao PHA pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05).

Antes de iniciar a suplementagcao nao foram observadas diferencas entre os
grupos nas concentracées de TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-8 e IL-10 nos sobrenadantes
de culturas das CMSP n&o estimuladas, estimuladas por BCG ou PHA. Porém
apos o inicio da suplementacéo o grupo que ingeriu WPC-TGFB mostrou diferenca
estatistica, com gradual reducdo ao longo dos tempos, na mediana da
concentragdo de TNF-a nos sobrenadantes de cultura estimulados por PHA,
sendo que no TO a mediana foi de 1242,8 pg/mL (170,9 a 5516,79), no T1 de
1106,6 pg/mL1(403,5 a 4877,41) e no T2 de 791,4 pg/mL (285,88 a 3465,68). Nas
demais condicbes de TNF-a (espontdnea e BCG) nao ocorreram mudancas
significativas. Para INF-y, IL-8 e IL-6 n&o foram observadas mudangas
significativas, entre os grupos e entre os tempos.

A mediana da concentragéo de IL-10 no sobrenadante estimulado por PHA,
foi estatisticamente diferente entre os suplementos no T1, sendo menor no grupo
que ingeriu WPC-TGFB em que a mediana da concentracdo no T1 foi de 580,2
pg/mL (40,77 a 1869,2), enquanto que para o grupo placebo foi de 1175,84pg/mL
(471,6 a 3939).
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5.3.5 Concentracao de Fator-B2 de Transformacao de Crescimento (TGF-32)

no soro

As figuras 22 e 23 apresentam as concentragdes de TGF-f2 no soro de

pacientes com FC e de individuos saudaveis, bem como as concentracdes desta

citocina ao longo da suplementacao com a proteina teste e o placebo.
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Figura 22: Concentracdo de TGF- B2 (pg/mL) no soro de pacientes fibrocisticos
(M) e de criancas saudaveis (¥). p<0,05, portanto com diferenca

estatistica (*), pelo teste de Mann-Whitney.

A concentragcdo de TGF- B2 no soro do grupo de fibrocistico foi maior

estatisticamente que para grupo de criancas saudaveis sendo que a mediana foi
de 103,39 pg/mL e 56,02 pg/mL, respectivamente
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Figura 23: Concentracao de TGF-B2 (pg/mL) no soro de pacientes fibrocisticos no
inicio (TQ), com dois meses (T1) e no final do quarto més (T2) da

suplementacao alimentar com suplemento Caseina (A) e WPC-TGFf

(O).Diferenca estatistica (*) entre os suplementos no TO pelo teste de
Mann-Whitney (p<0,05).
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A mediana da concentracdo de TGF-B2 no soro, foi estatisticamente
diferente no TO dos suplementos, sendo maior no grupo placebo. Ao longo dos
tempos a concentracao de TGF-B2 no grupo placebo passou a nao ser mais
estatisticamente diferente do grupo teste. A concentragdo no grupo teste manteve-
se estavel nos trés tempos. A mediana da concentracdo de TGF-B2 no TO foi de
133,2pg/mL (54,18 a 219,08) para o grupo caseina e de 65,59pg/mL (35,09 a
262,81) para o grupo WPC-TGFB.

5.3.6 Imunoglobulinas séricas

As concentragbes medianas das imunoglobulinas séricas (IgA, 1gG, IgM e

IgE) encontram-se nas figuras 24, 25, 26 e 27.
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Figura 24: Concentracao de IgA (mg/dL) no soro de pacientes fibrocisticos (H) e
de criancas saudaveis (¥). p<0,05, portanto com diferenca estatistica

().
Pelo o teste de Mann-Whitney a mediana da concentragéo de IgA foi maior

estatisticamente para o grupo de pacientes com FC (153mg/dL), comparado a
individuos saudaveis (100,3mg/dL).
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Figura 25: Concentracao de IgG (mg/dL) no soro de pacientes fibrocisticos (H) e

de criancas saudaveis (¥). p>0,05, portanto sem diferenca estatistica.

A concentragdo mediana de IgG nao diferiu estatisticamente entre os

pacientes com FC e criancas saudaveis.
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Figura 26: Concentracao de IgM (mg/dL) no soro de pacientes fibrocisticos (H) e
de criancas saudaveis (¥). P<0,01, portanto com diferenca estatistica
(**), segundo teste de Mann-Whitey.

A mediana da concentracao de IgM foi maior estatisticamente nos pacientes

com FC (131 mg/dL) quando comparado aos individuos saudaveis (84,2mg/dL).
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Figura 27: Concentracao de IgE (Ul/dL) no soro de pacientes fibrocisticos (H) e

de criangas saudaveis (¥). p>0,05, portanto sem diferenca estatistica.

Para a IgE n&o houve diferenga significativa entre os fibrocisticos e criangas

saudaveis.

As medianas da concentracao sérica das imunoglobulinas (IgA, 1gG, IgM e

IgE) ao longo da suplementacdo encontram-se, respectivamente, nas figuras 28,

29, 30 e 31.
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Figura 28: Concentracdo de IgA (mg/dL) no soro de pacientes fibrocisticos no

inicio (T0), com dois meses (T1) e no final do quarto més (T2) da

suplementacao alimentar com suplemento de caseina (A) e WPC-

TGFB (O). p>0,05, portanto sem diferenca estatistica.



Figura 29:

Figura 30:
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Concentracdo de IgG (mg/dL) no soro de pacientes fibrocisticos no
inicio (TQ), com dois meses (T1) e no final do quarto més (T2) da
suplementacao alimentar com suplemento de caseina (A) e WPC-
TGFB (O). p>0,05, portanto sem diferenca estatistica.
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Concentracao de IgM (mg/dL) no soro de pacientes fibrocisticos no

inicio (T0), com dois meses (T1) e no final do quarto més (T2) da
suplementacao alimentar com suplemento de caseina (A) e WPC-
TGFB (O). p>0,05, portanto sem diferenca estatistica.
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Figura 31:
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Concentracdo de IgE (Ul/dL) no soro de pacientes fibrocisticos no

inicio (T0),

com dois meses (T1) e no final do quarto més (T2) da

suplementacao alimentar com suplemento de caseina (A) e WPC-

TGFB (O). p>0,05, portanto sem diferenca estatistica.

Em relacdo a suplementagéao, no inicio e no decorrer do trabalho ndo foram

encontradas diferencas significativas, entre os grupos placebo e teste, para as

imunoglobulinas séricas IgA, IgG, IgM e IgE.

5.3.7 IgA salivar

A figura 32 apresenta a concentracdo de IgA na saliva de fibrocisticos e

criancas saudaveis. Na figura 33 temos a IgA salivar durante a suplementacao.
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Figura 32: Concentracao de IgA (mg/dL) na saliva de pacientes fibrocisticos (H) e

de criancas saudaveis (¥). p>0,05 sem diferenca estatistica.

129



60

j A
e
> 30t
E o
5 o °
= 2094 * s 0
- A
a :‘ ‘4 % 00
o
$ | ihon o BB s
- y T aad 9% 3%, 899
0 S A A 050 o 00
T0 T1 T2 T0 T1 T2

Figura 33: Concentracdo de IgA (mg/dL) na saliva de pacientes fibrocisticos no
inicio (TQ), com dois meses (T1) e no final do quarto més (T2) da
suplementacao alimentar com suplemento de caseina (A) e WPC-
TGFB (O). p>0,05, portanto sem diferenca estatistica.

A mediana da concentracao de IgA salivar nao diferiu estatisticamente entre
os pacientes com FC e criancas saudaveis. Em relacao a suplementagcao, também
nao ocorreram mudangas estatisticas significativas.

5.4 AVALIAGAO NUTRICIONAL

5.4.1 Antropometria

Os escores-z do IMC/I e E/l encontram-se nas figuras 34 e 35.
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Figura 34: Escore-Z do indice antropométrico indice de massa corporal para
idade (IMC/I) de pacientes fibrocisticos no inicio (T0), com dois meses

(T1) e no final do quarto més (T2) da suplementacdo alimentar com

suplemento de caseina (A) e WPC-TGFB (O). p>0,05.
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Figura 35: Escore-Z do indice antropométrico estatura para idade (E/I) de
pacientes fibrocisticos no inicio (T0), com dois meses (T1) e no final
do quarto més (T2) da suplementacao alimentar com suplemento de
caseina (A) e WPC-TGFB (O). p>0,05.

No inicio e ao decorrer do trabalho nao foram encontradas diferencas
significativas, entre os grupos placebo e teste, para os indices antropométricos
IMC/I e E/I. De acordo com a classificacdo da WHO, 2006/2007, para o indice
antropométrico IMC/I no TO do grupo que ingeriu caseina 16 criangas estavam
eutréficas, 2 com sobrepeso e 1 com magreza acentuada e para o indice E/l no TO
16 criangas foram classificadas com estatura adequada para idade, 2 com baixa
estatura para a idade e 1 com muito baixa estatura para idade. Para o grupo que
ingeriu WPC-TGFB, o indice IMC/I revelou que no TO 18 criancas estavam
eutréficas, 1 sobrepeso e 2 com magreza e para o indice E/Il no TO 17 criancas
foram classificadas com estatura adequada para idade, 3 com baixa estatura para
a idade e 1 com muito baixa estatura para idade. Ao longo do estudo (T1 e T2), os
pacientes, de ambos os grupos, ndo sofreram mudancas na classificacdo do
estado nutricional.

Cabe ressaltar que o indice IMC/I é um parametro mais sensivel de
mudancas recentes no estado nutricional, enquanto que o indice E/I, reflete o
resultado do manejo nutricional ao longo do tempo.

As tabelas 14 e 15 revelam a frequiéncia da classificacao nutricional para os
indices CMB e CB, respectivamente.
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Tabela 14: Classificacao nutricional da CMB dos pacientes ao longo do estudo

N Classificacao Distribuicao

TO Caseina 19 Risco de distarbios associados a desnutricao 3
Adequado 16

WPC- 21 Risco de disturbios associados a desnutricao 1
TGFB Adequado 17

T1 Caseina 14 Risco de distarbios associados a desnutricao 2
Adequado 12

WPC- 18 Risco de disturbios associados a desnutricao 1
TGFB Adequado 17

T2 Caseina 13 Risco de disturbios associados a desnutricao 2
Adequado 11

WPC- 15 Risco de disturbios associados a desnutricao 1
TGFB Adequado 14

Tabela 15: Classificacao nutricional da CB dos pacientes ao longo do estudo

n Classificacao Distribuicao

TO Caseina 19 Risco de disturbios associados a desnutricao 5
Adequado 13

Risco de doencas relacionadas ao excesso de peso 1

WPC- 21 Risco de disturbios associados a desnutricao 8
TGFpB Adequado 13

Risco de doencgas relacionadas ao excesso de peso 0

T1 Caseina 14 Risco de disturbios associados a desnutricao 3
Adequado 11

Risco de doencas relacionadas ao excesso de peso 0

WPC- 18 Risco de disturbios associados a desnutricao 7
TGFpB Adequado 11

Risco de doencgas relacionadas ao excesso de peso 0

T2 Caseina 13 Risco de disturbios associados a desnutricao 3
Adequado 10

Risco de doencas relacionadas ao excesso de peso 0

WPC- 15 Risco de disturbios associados a desnutricao 3
TGFpB Adequado 12

Risco de doencgas relacionadas ao excesso de peso 0

132



Para o valor de CMB nao foram encontradas mudancas importantes no
percentil dos pacientes. No grupo que ingeriu WPC-TGFf, ao longo do estudo, 3
criangas mudaram de classificacdo nutricional para o indice de CB, passando de
risco de disturbio associado a desnutricdo, para adequado. Vale ressaltar que a
CB néo deve ser utilizada isoladamente para avaliar mudangas no perfil nutricional

do individuo.

5.4.2 Parametros bioquimicos: Albumina e pré-albumina

As figuras 36 e 37 apresentam as concentragcdes de albumina e pré-

albumina séricas para pacientes com FC comparado a individuos saudaveis.
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Figura 36: Concentracdo de albumina (g/dL) no soro de pacientes fibrocisticos
(M) e de criancas saudaveis (¥). Diferenca estatistica (***:) entre os

grupos, pelo teste de Mann-Whitney (p<0,001).
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Figura 37: Concentracdo de pré-albumina (mg/dL) no soro de pacientes

fibrocisticos (M) e de criancas saudaveis (4). p>0,05.
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Houve diferenca estatistica entre a mediana de albumina do grupo de
fibrocisticos (4,5g/dL — de 4g/dL a 5g/dL) e de individuos saudaveis (4,75g/dL — de

4,4g/dL a 5,1g/dL). A pré-albumina nao apresentou diferenca estatistica.

As figuras 38 e 39 mostram o perfil de albumina e pré-albumina ao longo da

suplementagao.
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Figura 38: Concentracado de Albumina (g/dL) no soro de pacientes fibrocisticos no
inicio (T0), com dois meses (T1) e no final do quarto més (T2) de
suplementagdo alimentar com caseina (A) e WPC-TGFB (O).
Diferenca estatistica (**) entre os tempos do WPC-TGF (p<0,01) pelo
teste de Mann-Whitney e diferenca estatistica (**) entre os

suplementos no T1 (p<0,01) pelo teste de Friedman.

Ocorreram mudancas significativas na albumina dos pacientes que
ingeriram o WPC-TGFB, sendo que a concentracdo no TO teve mediana de
4,5g9/dL (4,1 a 4,8), no T1 4,7g/dL (3,9 a 4,9) e no T2 de 4,45g/dL (4 a 4,9).
Também houve diferenca entre os suplementos no T1, em que a mediana da
caseina foi de 4,5g/dL (3,57 a 4,9). Mesmo o menor valor encontrado de albumina

esteve dentro da normalidade (3,2 a 5 g/dL).
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Figura 39: Concentragdo de Pré-albumina (mg/dL) no soro de pacientes
fibrocisticos no inicio (T0), com dois meses (T1) e no final do quarto
més (T2) da suplementagdo alimentar com suplemento de caseina
(A) e WPC-TGFB (O). Sem diferenca estatistica.

Para a pré-albumina, ndo ocorreram mudancas significativas ao longo do
tempo. Em muitos pacientes, em ambos 0s grupos, a pré-albumina esteve abaixo

dos valores de normalidade (20 — 50mg/dL).

5.4.3 Avaliacao da ingestao alimentar

A ingestdo alimentar dos pacientes foi avaliada com base em duas
ferramentas amplamente citadas na literatura, o recordatério de 24horas (T0, T1 e
T2) e o registro alimentar de 3 dias (TO-T1 e T1-T2). A partir destes métodos foi
avaliada a distribuicdo dos macronutrientes na dieta (figura 40); calculado o
percentual de adequacado de ingestdo energética (tabela 16), considerando o
intervalo de aumento proposto pelo consenso Europeu de FC; o percentual de
adequacao de ingestao alimentar de vitaminas lipossoluveis (A,D,E) em relacéo as
DRI's e ao intervalo de adequacdo proposto pelo Consenso Europeu de FC
(tabelas 17, 18 e 19) e por fim o percentual de adequacgao de ingestdo alimentar,
relacdo as DRI's, de Ca, Fe e Zn (tabela 20) dos antioxidantes vitaminaC, Se e
Fe (tabela 21).
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Figura 40: % Distribuicdo dos macronutrientes na dieta dos pacientes fibrocisticos
no inicio (T0), com dois meses (T1), no final do quarto més (T2), no
intervalo entre o inicio e o meio (TO-T1) e no intervalo entre 0 meio e
o fim (T1-T2) da suplementacao alimentar com caseina (A) e WPC-
TGFB (O). Os dados foram obtidos a partir do Recordatério Alimentar
de 24h (°) e do Registro alimentar de 3 dias (°). Diferenca estatistica
(*) no percentual de distribuicdo da proteina entre os suplementos no
TO (p<0,05). Nos demais nao houve diferenca estatistica.
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Os macronutrientes estavam com distribuicdo dentro do preconizado pela
DRI, 2002. Nao houve diferencga significativa na distribuicdo de carboidratos e
lipidios ao longo do tempo entre os suplementos. A mediana do percentual de
distribuicAo de carboidrato na dieta variou entre 49,75 — 50,4% para o grupo
placebo e entre 51,13 — 53,54% para o grupo WPC-TGFB. Em relacdo a
distribuicao de lipidios, a mediana variou entre 29,11 — 32,01% para o grupo
placebo e entre 28,59 — 30,58% para o WPC-TGF8.

Quanto a distribuicdo de proteinas a mediana do percentual de distribuicao
variou entre 18,3 — 20,8% para o grupo placebo e entre 14,71 - 19,23% para o
grupo que ingeriu 0 WPC-TGFB. Houve diferenca estatistica entre os suplementos
no TO (p=0,036 — Mann-Whitney), figura 40.

Tabela 16: Percentual (%) de adequacdo de ingestdo energética relacdo ao
Intervalo de adequacao (120 a 150%) proposto pelo Consenso Europeu de
Fibrose cistica, 2002.

Caseina WPC-TGFB
NED 120% NED 150% NED 120% NED 150%
T0O? 97,05 77,02 96,28 77,02
(61,4-149,4) (46,8-116,4) (58,5 -145,5) (46,8-116,4)
TO-T1° 101,27 81,01 118,86 95,08
(72 - 143,4) (52,6 - 114,7) (81,8-146,9) (65,4-117,5)
T12 104,54 83,64 112,58 90,06
(73,2 - 143) (58,6 - 114,4) (68,6 - 148,5) (54,9-119)
T1-T2° 98,05 78,44 107,62 86,1
(74,5- 130,4) (59,6 - 104,3) (88,3 -159,6) (70,7 -127,7)
T2 104,11 83,29 99,67 79,74
(67,4-124,3) (53,9-99,5) (54 -151,5) (43,2-121,2)

a: Recordatorio de 24h; b: Registro alimentar de 3 dias; dados apresentados na forma de mediana e intervalo enire os

valores minimos e maximos

Em relacdo a ingestdao energética, verificou-se um alto percentual de
adequacao para ambos os grupos. Nao foram encontradas diferencas estatisticas
na ingestdo energética para os grupos e entre os tempos, portanto, a

suplementacao néo interferiu no aporte energético dos pacientes.
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Tabela 17: Percentual (%) de adequacao de ingestao alimentar de vitamina A em

relacdo a Dietary Reference Intake (DRI, 2002) e ao Intervalo de adequacéo

proposto pelo Consenso Europeu de Fibrose cistica, 2002.

Caseina WPC-TGFB
DRI Intervalo FC DRI Intervalo FC

TO0? 84,95 40,3 16,1 73,6 36 14,4

(5,4-466) (2,7-121,6) (1,1-48,6) (17-724) (8,4-242) (3,3-96,6)
TO-T1° 87,6 422 16,9 111,8 40,8 16,3

(31-916) (15,3-458) (6-183,1) (3,7-321) (1,9-138) (0,8-55,1)
T12 95,3 34,4 13,8 90,5 30,2 12,1

(22-2538) (7,2-126,5) (2,9-50,6) (0-321,3) (0-107) (0-42,8)
T1-T2° 107,1 38,4 15,4 141,0 51,5 20,6

(20-250) (10,2-95,9) (4,1-38,4) (3,7-288) (1,9-96) (0,8-38,3)
T28 66,9 24,6 9,8 86,0 34,6 13,9

(15-323) (7,7-161,5) (3,1-64,6) (0-235,1) (0-78,4) (0-31,4)

a: Recordatorio de 24h; b: Registro alimentar de 3 dias; dados apresentados na forma de mediana e intervalo enire os

valores minimos e maximos

Tabela 18: Percentual (%) de adequacgao de ingestédo alimentar de vitamina E em

relacdo a Dietary Reference Intake (DRI, 2000) e ao Intervalo de adequacéao

proposto pelo Consenso Europeu de Fibrose cistica, 2002.

Caseina WPC-TGFB
DRI Intervalo FC DRI Intervalo FC
TO0? 108,2 11 3,9 147 1 15,4 3,8
(16-469) (1,6-65) (0,4-16) (36-341) (4-43,8) (1-11)
TO-T1° 125,5 14,3 3,6 152,9 16,7 4,2
(71-434) (7,4-45) (1,9-11) (51-419) (8-68,6) (2-17,2)
T12 129,5 16,3 4.1 124,3 15,7 3,9
(44-396) (4,6-41) (1,2-10) (30-456) (3-74,7) (0,8-19)
T1-T2° 130 16,7 4,2 165,8 18,7 47
(54-434) (4,9-45) (1,2-11) (66-419) (8,8-67) (2,2-17)
T2 121,8 16,5 4.1 141,8 17 4,3
(54-396) (5,1-41) (1,3-10) (4,6-456) (0,8-75) (0,2-19)

a: Recordatorio de 24h; b: Registro alimentar de 3 dias; dados apresentados na forma de mediana e intervalo enire os

valores minimos e maximos
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Tabela 19: Percentual (%) de adequacéao de ingestao alimentar de vitamina D em
relacdo a Dietary Reference Intake (DRI, 1997) e ao Intervalo de adequacéao
proposto pelo Consenso Europeu de Fibrose cistica, 2002.

Caseina WPC-TGFB

DRI Intervalo FC DRI Intervalo FC

T0? 14 7 3,5 24 12 6
(0-100) (0-50) (0-25) (0-526) (0-263) (0-132)

TO-T1° 36 18 9 35 17,5 8,8
(4-956) (2-478)  (1-239) (6,7-583) (3,3-291) (1,7-146)

T12 38 19 9,5 56 28 14
(0-448) (0-224)  (0-112) (0-1530) (0-765) (0-383)

T1-T2> 223 11,2 5,6 76,7 38,3 19,2
(5,3-780) (2,7-390) (1,3-195) (5,3-452) (2,7-226) (1,3-113)

T2 12 6 3 16 8 4
(0-646) (0-323) (0-161) (0-492) (0-246) (0-123)

a: Recordatorio de 24h; b: Registro alimentar de 3 dias; dados apresentados na forma de mediana e intervalo enire os

valores minimos e maximos

Nao houve diferenca significativa entre os grupos e ao longo do tempo
(p>0,05) para ingestdo das vitaminas lipossoluveis avaliadas (A,E,D). Os dados,
revelam a importancia da suplementagdo vitaminica para estes pacientes,
considerando que para fibrocisticos a necessidade de vitamina A e E seja igual a
de individuos saudaveis, as necessidades estariam atendidas, entretanto
considerando a necessidade real da fibrose cistica verificou-se que o percentual
de adequacao da ingestao alimentar de vitaminas A e E foi muito baixa.

Em relagdo a vitamina D, as medianas do percentual de adequagéo,
revelaram uma ingestdo muito deficiente por parte desta populacao, entretanto ao
se avaliar individualmente pode-se verificar que em alguns dos casos (maximos) a

ingestao, nao sb supriu, como foi muito superior a esperada.
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Tabela 20: Percentual (%) de adequacao de ingestdo alimentar de Ca, Fe, Fibra
em relacdo as Dietary References Intake (DRI's 1997 e 2002).

Caseina WPC-TGFB

Ca Fe Fibra Ca Fe Fibra

T0? 24 122,5 38,9 31,1 128 42
(2,7-141) (60-285) (6-103) (7,8-125) (59-226) (22-118)

TO-T1° 29,6 131,4 43,7 39,3 127,8 39,1
(13-81,2) (87-243) (14,3-61) (8,4-98) (62-241) (24-73,6)

T12 37 119,5 40 30,8 107 36,2
(9,1-80) (92-261) (11,6-68) (5,7-87) (67-258) (18,4-82)

T1-T2° 22,9 117,6 34,9 26,9 113,7 36
(9,2-51) (69,7-213) (15,3-64) (8,4-94) (74-241) (13,4-74)

T22 24,4 123 24,5 21,5 92,5 30,4
(7,8-46) (102-179) (11,2-71) (4,1-76) (67-235) (6,8-82)

a: Recordatorio de 24h; b: Registro alimentar de 3 dias; dados apresentados na forma de mediana e iniervalo enire os

valores minimos e maximos

Em ambos os grupos, o percentual de adequacao para a ingestao de célcio
e fibras esteve inferior as recomendacoes propostas pela DRI, enquanto que a
ingestao de ferro foi adequada/ superior as recomendacdes. Nao houve diferenca

estatistica entre os grupos e entre os tempos destes parametros avaliados.

Tabela 21: Percentual (%) de adequacao de ingestdao alimentar de VitC, Se, Zn
em relacdo as Dietary References Intake (DRI's 2000 e 2002).

Caseina WPC-TGFB

VitC Se Zn VitC Se Zn

TO? 185,8 89,3 187,5 188,8 89,1 130
(5,6-401) (21-358) (20-533) (1,3-1732) (16-244) (34-329)

TO-T1® 2839 109,4 140 328,7 160,4 112,8
(17-739) (50-248) (63-437) (14-1027) (68-314) (47-301)

T12 137,2 1149 194,7* 155,2 1455 114*
(9,3-426) (26-251) (61-320) (18-962)  (49-328) (43-1135)

T1-T2° 287 125,7 139,2 218,5 130,1 130,7
(73-674) (77-196) (56-265) (14-1027) (52-314) (62-670)

T22 143,6 103 144 171,2 95,7 130
(46-636) (26-198) (68-314) (25,2-719) (5,5-328) (43-1135)

a: Recordatorio de 24h; b: Registro alimentar de 3 dias; dados apresentados na forma de mediana e intervalo enire os

valores minimos e maximos
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Por se tratar de uma pesquisa de suplementacdo alimentar que visava
melhorar o estado nutricional, reduzir o processo inflamatério e aumentar os
indices antioxidantes avaliou-se alguns dos micronutrientes que séao
representantes deste grupo: Vitamina C, Se e Zn. Verificou-se que para o Zn
houve diferenca estatistica no T1 entre o placebo e 0o WPC-TGF, p=0,025, teste
de Mann-Whitney. Para vitamina C também houve diferenca estatistica ao longo
dos tempos para a caseina, p=0,009, teste de Friedman. Para os demais dados

nao houve diferencga significativa (p>0,05).
5.5 AVALIACAO MICROBIOLOGICA
5.5.1 Cultura Rotina Diagndstico no Escarro
A suplementacao nao foi eficiente na reducéo e/ou inibicdo da colonizagéao.
Nao houve mudanca significativa na freqiiéncia dos patégenos ao longo do tempo

(tabela 22). Em relacdo ao exame semi-quantitativo da presenca dos MOs no

escarro dos pacientes, também n&o houve alteracdo nos casos avaliados.
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Tabela 22: Cultura Rotina Diagnéstico (CRD) no escarro dos pacientes com fibrose cistica, em relacdo ao tempo e

aos suplementos

TO T1 T2
Suplemento Bactéria Presenca n Distribuicao n  Distribuicdo n  Distribuicao

Caseina  Stafilococcus aureus Sim 19 17 11 10 8 6
Nao 2 1 2

Pseudomonas aeruginosa Sim 9 3 0

Nao 10 8 8

Pseudomonas aeruginosa mucdide Sim 7 3 1

Nao 12 8 7

Complexo Burkholderia cepacia Sim 1 1 1

Nao 18 10 7
WPC Stafilococcus aureus Sim 21 17 14 12 14 12
Nao 4 2 2

Pseudomonas aeruginosa Sim 7 4 3

Nao 14 10 11

Pseudomonas aeruginosa mucdide Sim 4 2 2
Nao 17 12 12

Complexo Burkholderia cepacia Sim 2 1 1
Nao 19 13 13
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6 DISCUSSAO
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Este trabalho reveste-se de consideravel importancia por ser uma pesquisa
de intervencg&o nutricional, em que foram avaliados os efeitos de um concentrado
protéico de soro de leite enriquecido com TGF-(3 e lactoferrina (WPC- TGF-B),
oferecido por via oral a pacientes pediatricos com FC. Pouquissimos trabalhos

foram encontrados nesta area de conhecimento.

Os alvos da suplementacédo foram o sistema antioxidante, a produgédo de
citocinas, o estado nutricional e a infeccdo. A utilizagdo de sangue periférico
representou uma resposta parcial da doenca em relacdo a imunidade. Em relacéao
ao perfil nutricional dos pacientes, foram utilizados um conjunto de parametros que
buscaram avaliar todas as alteracées no estado de nutricdo destes individuos,
mesmo que estas fossem minimas. Por outro lado, a avaliacdo da infecgao foi
realizada no escarro, pois métodos mais sensiveis de identificacdo e quantificacdo

do processo infeccioso sao invasivos.

A comparagdo dos exames, relacionados ao processo inflamatério, dos
fibrocisticos com individuos saudaveis, também trouxe grande contribuicao
cientifica, uma vez que foi possivel visualizar a FC por uma otica diferente, uma

doenca cujo processo inflamatério é determinante na evolucao do paciente.

No presente trabalho, o balanco entre a presenca de espécies reativas de
oxigénio e antioxidantes foi analisado pela producado de espécies reativas de
oxigénio (ROS) em granul6citos estimulados por forbol-miristato-acetato (PMA) em
citometria de fluxo e determinagdo bioquimica de glutationa reduzida, em

eritrécitos.

Com relacao a producao de ROS pelos granulécitos periféricos, verificou-se
que estas células em pacientes com FC ndo apresentaram diferencas na
producdo, basal ou estimulada, de ROS em relacdo ao grupo de criancas
saudaveis. Diferentemente destes dados, os niveis de ROS na superficie do
epitélio respiratério estdo elevados e uma das causas deve-se ao sistema
antioxidante se mostrar defeituoso no controle da producdo de ROS (BONCUEUR
et al., 2008)
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A infiltragdo maciga de neutrofilos no pulméo de pacientes com FC leva a
uma intensa formacao de ROS em particular de H>O, que contribui para um
irreversivel dano pulmonar. Os neutréfilos ativados que migram para as vias
aéreas, geram ions superéxidos (Oz), radical hidroxil livre (OH) e &cido
hipocloroso (HCIO"). As células epiteliais dos FC, também geram quantidades
significativas de H»O, pela via de producdo de ATP. (JAQUOT et al., 2008). O
aumento da oxidacao do epitélio respiratério resulta diretamente da auséncia da
proteina CFTR funcionante ou indiretamente da infiltragdo de células inflamatérias
que produzem uma alta quantidade de H>O, (ROTTNER; FREYSSINET;
MARTINEZ, 2009; JACQUOT et al., 2008).

A oxidagao pode ter papel chave na protecao contra patégenos, mediada
pelo sistema imune inato, entretanto a produgcdo excessiva de ROS e de seus
subprodutos, pode causar uma injuria tecidual e modificar as vias de sinalizagdo
enviadas pela célula. Dessa forma, entende-se que as vias aéreas de FC estédo
expostas ndo s6 a oxidantes do meio ambiente, mas sim a oxidantes derivados
das préprias células inflamatérias, resultando portanto em um desbalango
oxidativo (ROTTNER; FREYSSINET; MARTINEZ, 2009; JACQUOT et al., 2008).

O stress oxidativo tem grande importancia na evolugéo da FC e vem sendo
identificado como uma das complicacdes mais precoces das vias aéreas nestes
pacientes. Estudos recentes mostram que o dano oxidativo nas proteinas
pulmonares durante a infecgcao crénica pode contribuir enormemente para a queda
na funcao pulmonar de fibrocisticos (STAROSTA & GREISE, 2006).

Neste estudo, observou-se que a glutationa nos eritrocitos de sangue
periférico no grupo de pacientes fibrocisticos ndo foi diferente do grupo de
individuos saudaveis. Os dados de Mangione e colaboradores (1994), corroboram
com os aqui apresentados, além disso, eles identificaram uma alta relacao inversa
entre GSH eritrocitaria e funcao pulmonar. Esta mesma correlacao foi identificada
por Lands et al., 1999, entretanto esta observacao foi para linfocitos. Laskowska-
Klita & Chechowska (2001) mostraram que algumas das enzimas envolvidas no
sistema antioxidante eritrocitario estao diminuidas em pacientes com FC.
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No fluido do epitélio apical respiratério Gao e colaboradores (1999)
verificaram uma redugcdo de GSH e que a proteina CFTR € a responsavel pelo
transporte anormal deste tripeptideo e o principal mecanismo de fluxo de GSH do
meio extracelular pulmonar, para o epitélio celular do pulméao, o que leva a supor
que a CFTR esteja envolvida em manter o estado redox das vias aéreas. Portanto,
a disfungdo na CFTR leva ao aumento do stress oxidativo, caracterizado pela
deficiéncia de GSH e elevada producao de ROS em células CFTR-deficientes
(ROTTNER; FREYSSINET; MARTINEZ, 2009; JACQUOT et al., 2008).

Rottner, Freyssinet e Martinez, 2009 verificaram que tanto em fluidos
epiteliais como no plasma, a concentracdo de GSH (ndo de GSSG) em
fibrocisticos é reduzida quando comparado com individuos normais, sugerindo
uma deficiéncia sistémica de GSH, nao sendo, portanto, limitada ao local da
inflamacéao. A infeccao por Pseudomonas aeruginosa (PA) também pode contribuir
para aumentar os niveis de GSSG nas células epiteliais, reduzindo o quociente
GSH/GSSG e aumentando o stress oxidativo.

A suplementagdo com agentes antioxidantes e/ou precursores da glutationa
vem sendo proposta como uma das alternativas para reduzir o stress oxidativo
nestes pacientes (CANTIN et al., 2007). Além disso, a suplementagdo com
agentes capazes de modular a resposta inflamatéria, ou interferir na infeccéao
cronica, pode trazer muitos beneficios aos pacientes e representam um desafio

para os pesquisadores.

Os resultados ora apresentados revelaram que a suplementagdo com
WPC-TGFB aumentou estatisticamente, de forma gradativa, a estimulacdo basal
dos granulécitos para a producdo de ROS. Cantin e colaboradores (2006)
identificaram que o aumento do stress oxidativo celular, pode reprimir a expressao
da CFTR e aumentar, posteriormente, os conteudos celulares de GSH, sendo esta
uma resposta adaptativa do organismo.

A suplementacdo com WPC-TGFf nao alterou estatisticamente os niveis de
glutationa eritrocitaria. Por outro lado, em um estudo observacional, os autores

verificaram que a restricdo de GSH na dieta, causou um aumento nos marcadores
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clinicos dos pacientes com FC (VISCA et al., 2008). Kariya et al. (2007), sugeriram
um aumento da GSH pulmonar por meio da administracao de glutationa na dieta
de fibrocisticos. Além disso, outro trabalho mostrou que a inalagdo de GSH
atenuou a inflamacéao nestes pacientes (BISHOP et al., 2005).

Em dois estudos de intervencao nutricional (GREY et al., 2003; LANDS et
al., 2010), realizados pelo mesmo grupo de pesquisa, em que pacientes com FC
foram suplementados com proteinas do soro de leite, houve contraposicdo dos
resultados. No primeiro, publicado em 2003, verificou-se que a suplementacao
com um WPI (Immunocal®) aumentou os niveis séricos de GSH nos linfécitos,
entretanto no segundo trabalho, publicado em 2010, ndo se observou aumentos
significativos deste tripeptideo no mesmo tipo celular, mediante a suplementacao
de um WPC submetiddo a alta pressao.

Aumento significativo dos niveis de GSH linfocitaria ap6s ingestdao de
concentrado protéico de soro de leite também foi descrito por Lothian et al. (2000)

em pacientes com doencga obstrutiva aérea.

O excesso de agentes oxidantes, insuficientes quantidades de agentes
antioxidantes, como a GSH, alteragdes no metabolismo de Ca*? intracelular e
presenga de citocinas pré-inflamatérias extracelulares, ativam os receptores toll-
like (TLR), o fator nuclear kappa B (NF-kB) e a AP-1, resultando na transcricao de
citocinas pré-inflamatérias, que resultaram em aumento do recrutamento de
neutréfilos e macroéfagos para a regido. Sabe-se também, que o aumento da
producdo de citocinas proé-inflamatérias pode aumentar a producdao de ROS.
(ROTTNER; FREYSSINET; MARTINEZ, 2009; BRENNAN, 2008).

No presente estudo, a suplementacdo com WPC-TGFB alterou
significativamente a producdo de TNF-a em presenga de PHA, levando a uma
gradual reducéo na producao de TNF-a em resposta ao antigeno citado. Também
foi observado que em cultura de células mononucleares de sangue periférico
(CMSP) de pacientes com FC e de individuos saudaveis, a resposta celular de
TNF-a frente a BCG, foi maior para os individuos saudaveis, por outro lado a

producéo celular espontanea foi maior para o grupo de fibrocisticos.
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Trabalho realizado em pacientes com doenca de Crohn suplementados com
WPC-TGFB, ndo foram encontradas diferencas significativas na producao de TNF-
a (OYA, 2010). Moreno (2007), também ndo observou diferengas significativas na
produgdo de TNF-a em sobrenadante de cultura de CMSP, de pacientes
infectados por HIV-1 suplementados com concentrado protéico de soro de leite
(nativo e hidrolizado).

Achados de Norman e colaboradores (1991), revelaram que a concentragao
de TNF-a sérico em pacientes com FC foi maior que em individuos normais, além
disso, outro trabalho mostrou que os niveis circulatérios de TNF-a parecem estar
aumentados mesmo em pacientes clinicamente estaveis (LEVY et al, 1993).
Entretanto, outros autores nao encontraram TNF-a no soro de pacientes estaveis
com FC (KRONBORG et al., 1993). Quando avaliada a concentragdo de TNF-a
no lavado broénquico de pacientes com FC, encontrou-se concordancia entre os
estudos, no qual os nives desta citocina mostraram-se elevados para estes
pacientes (BALOUGH et al., 1995; BONFIELD et al, 1995a). A concentracao no
escarro também mostrou-se elevada em varios trabalhos (WOLTER et al., 1999;
OSIKA et al, 1999; KARPATI; HJELTE; WRETLIND, 2000). Pacientes
cronicamente infectados por PA tém niveis mais altos de TNF (KRONBORG et al.,
1993; PUKHALSKY et al., 1999), sendo que estes tornam-se ainda mais elevadas
durante a exacerbacdo (KARPATI; HJELTE; WRETLIND, 2000). A
antibioticoterapia reduz estes niveis. O aumento de TNF-a esta associado com
aumento de proteina-C-reativa e elastase neutrofilica (SAGEL & ACCURSO,
2002).

A suplementacdo com WPC-TGF[ nao foi capaz de alterar a resposta de
IFN-y para os antigenos estudados. Moreno (2007) verificou um aumento de
producdo de IFN-y BCG especifico, apds a suplementacdo com WPC formado de
proteinas nativas, por outro lado, os resultados de Oya (2010) revelaram que ap6s
suplementacdo com WPC-TGFB houve uma reducao significativa na producao de
IFN-y em presenca de PHA, em pacientes com doenca de Chron.
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Os resultados apresentados neste trabalho revelaram que existe diferenca
estatistica em relacédo a producéao de IFN-y, entre individuos normais e pacientes

com FC, porém nao houve diferenca na mediana entre os grupos de estudo.

O IFN-y estad intimamente envolvido no processo inflamatério e funcéao
pulmonar dos pacientes com FC. Um estudo recente, com CMSP de pacientes
com FC cronicamente infectados por PA, observou-se baixas quantidades de IFN-
vy e altas de IL-4 —caracteristica Th2— quando comparado com pacientes nao
infectados (MOSER et al., 2000). Em biopsia brénquica de pacientes com FC,
altas expressdes de IFN-y foram associadas a doencga mais leve, enquanto que a
baixa expressao foi associada a pacientes com doenca pulmonar aguda com
frequentes exacerbacdes (WOJNAROWSKI et al,, 1999). Portanto, fibrocisticos
com alta concentracdo de IFN-y e, portanto resposta predominantemente do tipo

Th1, tem melhor fungé&o pulmonar.

A suplementacdo com WPC-TGFB ndo produziu mudancas significativas
nas concentragdes de IL-8, entretanto evidenciou-se uma tendéncia de reducao,
nas células em que o estimulo antigénico foi a PHA, para o grupo que ingeriu o
suplemento teste, o mesmo foi identificado no estudo coordenado por Lands
(2010), onde verificaram uma tendéncia —ndo significativa— de reducado na IL-8
em cultura de CMSP estimuladas por PHA, de pacientes que ingeriram WPC
submetido a alta pressao (pressurized whey).

Os dados apresentados no presente estudo, revelaram que nao houve
diferenca estatistica na resposta celular entre cultura de CMSP de pacientes com
FC e individuos saudaveis. A avaliacdo da producao de IL-8 em resposta celular,
basal e frente a presenca de antigenos, é de grande importancia na FC, uma vez
gue esta é a mais importante quimiocina envolvida no processo inflamatério da FC
(SAGEL & ACCURSO, 2002).

Muitos estudos na literatura tém demonstrado grandes quantidades de IL-8
nas vias aéreas de pacientes com FC. Balough e colaboradores (1995)
identificaram altas concentracées de IL-8 no lavado brénquico alveolar de

fibrocisticos, mesmo na auséncia de infeccdo, entretanto outros dois estudos
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identificaram concentracdes significativamente elevadas apenas em pacientes que
evidenciavam baixa funcdo pulmonar (ARMSTRONG et al., 1997, NOAH et al,,
1997). As concentragcdes de IL-8 no escarro, também aparecem aumentadas em
uma série de estudos (OSIKA et al.,, 1999; WOLTER et al., 1999; PUKHALSKY et
al., 1999; KARPATI; HIELTE; WRETLIND, 2000; FRANCOEUR & DENIS, 1995;
SHAH et al., 1996). Em relacéo a resposta da IL-8 ao uso de antibi6tico ainda néao
existe consenso (PUKHALSKY et al, 1999; KARPATI; HJELTE; WRETLIND,
2000).

No estudo aqui relatado, a suplementacdo com WPC-TGFB ndo modificou,
significativamente, a resposta celular para a producao de IL-6, dessa forma, estes
achados corroboram com os de Oya (2010) e Lands, et al. (2010).

Os achados do presente trabalho revelaram que cultura de CMSP de
pacientes com FC produziram uma maior quantidade IL-6, tanto na auséncia de
estimulo como em resposta a PHA, quando comparado com individuos saudaveis.

A IL-6 possui tanto efeito inflamatério quanto efeito antinflamatério
(NICHOLS; CHMIEL; BERGER, 2008; SAGEL & ACCURSO, 2002). Em resposta
a PA, a secrecdo de IL-6 mostra-se prolongada e aumentada (BONFIELD;
KONSTAN; BERGER, 1999; KUBE et al.,, 2001). Nixon e colaboradores (1998)
mostraram que durante a exacerbacdo e o periodo de estabilidade clinica, as
quantidades circulantes de IL-6 em pacientes com FC sdo aumentadas, e somente
apds o tratamento com antibiético os niveis séricos de IL-6 ficam diminuidos. As
concentracdes de IL-6 no lavado brénquico sdo elevadas em pacientes FC
infectados e semelhantes aos de individuos normais em pacientes nao infectados
(BONFIELD et al., 1995b). No escarro, os niveis de IL-6 sdo significativamente
mais baixos em pacientes FC em relagdo aos individuos saudaveis (OSIKA et al,
1999).

A producgéao de IL-10 sofreu uma pequena alteragao com a suplementacao,
obserando-se que no tempo 1 (T1) houve uma diferenca significativa entre as
medianas dos grupos suplementados, entretanto no T2 esta diferenca deixou de
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existir. Moreno (2007), ndo observou variagdo na producdo de IL-10, apés

suplementacao com proteinas do soro de leite.

No presente estudo, também verificou-se que em sobrenadante de cultura
de CMSP de pacientes com FC, houve maior producao de IL-10 na auséncia de
estimulo que em individuos normais. Por outro lado, Moss e colaboradores (1996)
observaram em cultura de CMSP de individuos com FC indices mais baixos de IL-

10, em presencga de estimulo, comparados com individuos saudaveis.

A IL-10 inibe a sintese de varias citocinas pré-inflamatérias envolvidas na
FC. Bonfield e colaboradores (1995a) foram os primeiros a mostrar que 0s niveis
de IL-10 no lavado brénquico alveolar de pacientes com FC era significativamente
mais baixos que em individuos saudaveis. Mais tarde identificaram também que
células epiteliais brénquicas de fibrocisticos, in vitro, produziam menos IL-10
(BONFIELD; KONSTAN; BERGER, 1999). A hip6tese de que a anormal/ausente
funcionalidade da CFTR seja a responséavel pela menor produgdo de IL-10 em
células epiteliais € bem aceita (SOLTYS et al., 2002).

Neste estudo verificou-se que antes da suplementacao, os niveis de TGF-
B2 no soro eram significativamente mais elevados no placebo, entretanto, com a
ingestao WPC-TGFB nao foram mais verificadas diferencas significativas entre os
grupos. Ap6s a administracdo com o suplemento (WPC-TGFB), pacientes com
doenca de Crohn apresentaram aumento significativo na concentracao de TGF-p2
no plasma (OYA, 2010).

No trabalho ora apresentado os niveis de TGF-B2 de fibrocisticos foram

mais elevados que nos individuos saudaveis.

O TGF-B é um potente modulador da inflamacao. Em bi6psia brénquica de
pacientes com FC, foi encontrada alta expressdo de TGF-B1 para os pacientes
com doenca pulmonar leve, enquanto que em pacientes com frequentes
exacerbacdes, a concentracao foi relativamente menor (WOJNAROWSKI et al.,

1999). Em relacao a quantidade plasmatica de TGF-B1, foram encontrados niveis
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normais em pacientes com funcao hepatica normal e baixos niveis em pacientes
com hepatopatia (ROSENSWEIG et al, 1998).

A maior producao celular espontanea de IL-10 e a maior concentracao
TGF-B2 no soro dos pacientes com FC, em relagdo as criangas normais, pode ser
uma resposta adaptativa do organismo gerada pela grande inflamagao promovida
pela doenca, uma vez que, estas duas citocinas sdo consideradas importantes
moduladores da inflamagao.

Os resultados expostos no presente trabalho, permitiram verificar que os
niveis de IgA salivar em pacientes com FC foram estatisticamente iguais a dos
individuos saudaveis, além disso observou-se que a suplementacdo com WPC-
TGFPB nao foi capaz de alterar os niveis deste anticorpo na saliva, mesmo sabendo
que o TGF- € um importante modulador da producdo de IgA (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Nao existe um consenso na literatura sobre os niveis de IgA na saliva de
pacientes com FC, South e colaboradores (1967) relataram elevados niveis de IgA
sérica, porém niveis normais de IgA na saliva, enquanto que, o grupo americano
de Gugler et al. (1968), documentou que a IgA salivar e sérica é elevada em
pacientes com FC, quando comparados a individuos normais. Em avaliacdo da
IgA gastrica, observou-se que pacientes com FC possuem niveis inferiores de IgA
nesta mucosa, que individuos saudaveis, sugerindo um defeito no transporte de
IgA transmucosa na FC (HALLBERG et al., 2001).

Nesta pesquisa, observou-se que os pacientes com FC avaliados
apresentaram, em geral, niveis séricos de IgA, 1gG e IgM dentro dos parametros
de normalidade, entretanto ao se comparar com individuos saudaveis verificou-se
gue a concentragdo no soro de IgA e IgM foi maior para os fibrocisticos. Em
relagéo a suplementagéo nao ocorreram mudangas significativas na concentragéo

sérica destas imunoglobulinas nos grupos WPC-TGF e caseina.

Em resultados reportados por Hodson, Morris e Batten (1988), as

concentracdes de imunoglobulinas séricas, IgA, IgG, IgM mostraram-se mais
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elevadas em pacientes com FC, do que em individuos normais e asmaticos, além
disso os niveis de IgG e de suas subclasses mostraram correlagdo com os niveis
de IgA.

Maiz e colaboradores (2008) em estudo sobre a resposta de anticorpos
frente a presenca de A. fumigatus e C. albicans , verificaram que pacientes com

FC possuem uma maior producéao de IgA, IgG e IgM que individuos saudaveis.

Em um estudo com 419 fibrocisticos, foi identificado que em pacientes com
menos de 10 anos a IgG esta diminuida, entretanto, em individuos de mais idade
ela esta em niveis normais ou elevados. Os autores concluiram que com a
progressdo da doenca pulmonar estes pacientes ficam mais suscetiveis a
desenvolverem hipergamaglobulinemia (MATTHEWS et al., 1980). Resultados
semelhantes foram obtidos em um estudo prospectivo de 5 anos, no qual
associou-se a hipogamaglobulinemia-G ao melhor peso para a idade, menos
hospitalizagdes por exacerbacao, menos colonizagao por PA e consequentemente
menor declinio da fungéo pulmonar (WHEELER et al., 1984). A PA parece ser um

importante fator responsavel pela hipergamaglobulinemia em FC (MOSS,1987).

Treharne e colaboradores (2009), recentemente propuseram a hipotese de
que a CFTR pode interagir com a IgG intra-epitelial, estabelecendo um link direto
entre CFTR e sistema imunolégico.

Em relagdo a IgE, os resultados do trabalho ora apresentado nao
mostraram diferenca estatistica na producao deste anticorpo, entre pacientes com
FC e individuos saudaveis, além disso, a suplementacdo também ndo mudou as
concentracdes de IgE. Sabe-se que na FC altos niveis de IgE estdo, em geral,
relacionados a aspergilose broncopulmonar alérgica (THIA & BALFOUR LYNN,
2009).
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Figura 41: Representacdo esquematica da inflamacdo na fibrose cistica
associada aos resultados obtidos no trabalho. Sinalizacdo dos locais

onde o suplemento poderia ter atuado para modular positivamente a
reacao

O presente trabalho mostrou que a crianca clinicamente estavel com FC,
consegue manter um balango oxidante e antioxidante normal em células de
sangue periférico que ndo expressam a CFTR. As altas concentracdes de TNF-a e
de IL-6 demandam uma maior producao de IL-10, o que foi observado. Embora a
producédo de TNF-a na presenca de BCG tenha sido diminuida na FC, a resposta
Tw1 permanece adequada e isso seria explicado pela producdo normal de IFN-y,
sendo assim, a maior producdo de IL-10 também parece ser a responsavel pela
regulacdo deste mecanismo. A maior produgcao de IgA e IgM confirmam um
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sistema imune adaptativo normal frente ao estimulo freqiente da colonizagao

bacteriana observada nesses individuos (Figura 41).

A suplementacdo com WPC-TGF( poderia ter atuado na reducédo da
producédo de citocinas inflamatérias que mostraram-se aumentadas nos sujeitos
desta pesquisa (TNF-a e de IL-6), também poderia ter ocorrido uma consequente
regulacédo na producdo de IL-10 e na alta producéo de leucécitos. Mesmo que nos
tipos celulares avaliados, tenha sido encontrada uma regulagdo do sistema
oxidante e antioxidante, nao foi possivel verificar se isso também estava
acontecendo em nivel epitelial, portanto a suplementacdao também poderia ser
positiva no sentido de manter e/ou aumentar as quantidades celulares de

glutationa (Figura 41).

O trabalho apresentou alguns indicios de que a suplementacdo com WPC-
TGFPB poderia trazer beneficios na FC, entretanto, algumas perguntas ainda
permaneceram tais como: A quantidade suplementada foi suficiente? O tempo de
suplementacao foi insuficiente? A mutacdo na CFTR contribuiu na reducédo da
eficacia do produto? A terapia utilizada na FC interferiu nos resultados? A
colonizagao e as frequentes exacerbacdes prejudicaram a ingestdo adequada do
suplemento? A via mais eficaz de administragdo de precursores de glutationa na
FC, é a via oral? A dieta suporte, incluindo um complemento enzimatico usado,
teria modificado desfavoravelmente o modo de acdo do WPC- TGFB?

Dois conjuntos de fatores dificultaram sobremaneira interpretar e entender,
em profundidade, porque a suplementacdao com o WPC, enriquecido com TGF e
lactoferrina, ndo produziu os efeitos esperados nas criangas portadoras da FC: a)
a composicao do suplemento foi analisada quanto a sua composi¢cao centesimal
minima e perfil aminoacidico. Detalhes do processo de producao, integridade
estrutural das proteinas e real concentracao do TGF-f e da lactoferrina, nao foram
revelados pelo fabricante, pelo fato do produto ter sido objeto de solicitacdo de
patente; b) Por motivos éticos e humanitarios todas as analises foram feitas em

células sanguineas de sangue periférico e saliva, 0 que certamente nao refletiu a
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situacao do processo inflamatério e infeccioso “in situ”, isto €, nos préprios 6rgaos
e tecidos diretamente afetados na FC.

Observou-se que o suplemento WPC-TGFp enriquecido com lactoferrina foi
capaz de aumentar significativamente os valores de RBC total e HGB,
principalmente apds os dois meses de suplementacdo, sugerindo, que a
lactoferrina presente no suplemento tenha interferido na homeostase do Fe.

Kawakami, Hiratsuka e Dosako (1988) estiveram entre os pioneiros em
levantar a hip6tese de que a lactoferrina possui papel na absor¢do do ferro.
Estudos recentes sugerem que a lactoferrina pode ser usada como um importante
regulador do equilibrio do ferro, principalmente em casos de anemia associada a
gravidez (PAESANO et al., 2009).

Em um estudo prospectivo, randomizado, duplo cego, controlado em 100
mulheres gravidas com anemia, submetidas a suplementacdo com lactoferrina
bovina e com sulfato ferroso, ndo houve diferenca significativa entre os dois
suplementos, mostrando que a lactoferrina é tdo eficaz quanto o sulfato ferroso no
combate a anemia, além disso a lactoferrina apresentou vantagens por ndo causar
efeitos colaterais no TGl dos participantes (NAPPI et al., 2009). Outro estudo com
300 mulheres gravidas em diferentes periodos gestacionais, mostrou que a
lactoferrina pode agir diretamente na homeostase do ferro ou indiretamente por
meio de proteinas envolvidas no transporte do ferro do lumen intestinal para o
sangue (PAESANO et al., 2009).

A lactoferrina, também possui efeito protetor na prevencédo de anemia, em
mulheres corredoras de longa distancia (KOIKAWA et al., 2008) bem como em
mulheres jovens (LONNERDAL & BRYANT, 2006).

Por outro lado, é consenso na literatura, que a lactoferrina possui um efeito
antimicrobiano, inclusive sobre a Pseudomonas aeruginosa e Burkolderia
cepacea. Entretanto ndo foram observadas mudancas em relacdo a colonizacao
dos pacientes suplementados com WPC enriquecido com lactoferrina, sugerindo,

que em pacientes cronicamente infectados a suplementacdo via oral nao
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consegue reduzir a colonizagdo. Neste contexto uma questdo permanece sem
resposta: A suplementacdo com lactoferrina iniciada em pacientes com FC
neonatos, livres de infecgcéo, pode retardar o inicio da colonizacao?

A avaliacao do crescimento e do estado nutricional de individuos com FC é
feita principalmente, pelo uso das medidas peso e estatura (MICHEL; MAQBOOL;
HANNA, 2009) e por meio destes indices a literatura nacional tém mostrado uma
alta prevaléncia de desnutricao e déficit do crescimento nos pacientes com fibrose
cistica (ADDE; RODRIGUES; CARDOSO, 2004; REIS et al., 2000; FIATES et al.
2001).

O presente estudo revelou um baixo indice de desnutricdo nos pacientes
que iniciaram o estudo, o percentual de individuos classificados como com
magreza, pelo indice IMC/I, foi inferior a 8% da amostra. Em relagéo a evolugéao
estatural, também verificamos um baixo indice de individuos com baixa estatura
para a idade, sendo inferior a 18% da amostra. Cabe ressaltar que estamos

falando de individuos com escore clinico entre moderado e bom.

Nao houve diferenca estatistica, nos escores-Z de IMC/I e E/I, para os
pacientes suplementados com o placebo e com o WPC-TGFB, porém houve
diferenca estatistica para os valores absolutos de peso e estatura. Também nao
foi encontrado diferencga entre os grupos na avaliacdo da circunferéncia de braco e
na circunferéncia muscular de braco, ndo havendo, portanto, alteracdo na massa
magra dos pacientes. E provavel que a auséncia de diferencas estatistica nos
dados antropométricos, tenha ocorrido uma vez que os suplementos oferecidos

(WPC-TGFp e caseina) eram isoprotéicos e isocaléricos .

ADDE et al. (1997), verificaram o efeito de um suplemento hipercalérico em
pacientes fibrocisticos internados por um pequeno periodo de tempo, no qual foi
avaliado indices de peso e altura. Os resultados mostraram que n&o houve
mudancgas significativas no escore-z dos pacientes suplementados, entretanto,
mudancas na média de peso foram observadas, corroborando, portanto os
resultados ora apresentados.
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Observamos que no presente estudo houve diferenga estatistica na
concentragdo de albumina no T1 entre os suplementos, sendo a mediana do
grupo suplementado com WPC-TGFB mais elevada que a mediana do grupo
placebo (caseina), podendo ser um reflexo da melhor composi¢cao aminoacidica
do WPC-TGFB.

A albumina sérica é muito utilizada para avaliar estado nutricional,
entretanto, possui meia vida longa o que a torna um indice pouco sensivel a
variagbes rapidas no estado nutricional (CUPPARI, 2005). Em casos de
deficiéncia nutricional ela fica diminuida, entretanto, esta € uma proteina de fase
aguda negativa, ou seja, na fase aguda do processo inflamatério também ocorre
diminuicao nas suas concentragdes séricas (KOLETZKO, 2008).

A pré-albumina possui meia vida mais reduzida, sendo bastante sensivel as
variagdes na oferta protéico-energética (CUPPARI, 2005). Em relacdo a esta
proteina, ndo houve mudancas significativas ao longo da suplementagao,
entretanto, foi observado que em muitos dos pacientes a concentracdo esteve
abaixo dos valores de normalidade, podendo ser consequéncia do processo

inflamatorio dos fibrocisticos.

Em um estudo de intervencao nutricional em pacientes com fibrose cistica,
inicialmente foram verificadas baixas concentracées séricas de pré-albumina, as
quais mostraram um gradual aumento apo6s suplementacao hipercalérica (ADDE
et al., 1997).

Estudos relatam que o catabolismo e deposi¢cdo de proteinas provocam
uma variedade de resultados, os quais culminam em diferencas no estado
nutricional e saude do paciente com FC (VAISMAN et al., 1992; GEUKERS et al.,
2005). Sabe-se que fontes protéicas com melhor composicdo aminoacidica, como
a do soro do leite por exemplo, podem contribuir para um incremento nutricional.
Em geral, pacientes fibrocisticos que tém um adequado aporte energético também
possuem suficiente e adequado aporte de proteina (KAWCHAK et al., 1996;
WHITE et al., 2003).
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Observou-se que nao houve diferenca estatistica, na ingestao alimentar dos
pacientes em fungédo da suplementacao, sugerindo que a participacao na pesquisa

nao modificou a rotina alimentar dos pacientes.

A ingestao e as necessidades das vitaminas lipossoluveis sdo amplamente
discutidas na literatura (SINAASAPPEL et al., 2002), uma vez que a insuficiéncia
pancreatica com conseqglente esteatorréia pode levar a uma drastica reducédo na
absorgdo das mesmas (DODGE & TURCK, 2006). A ingestdo das vitaminas
lipossoluveis avaliadas, em ambos os grupos, ficou inferior as recomendacoes,
evidenciando assim a importancia da suplementagdo para estes pacientes, o que
tem sido feito de rotina.
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A comparagdo das andlises entre os pacientes com fibrose cistica e

individuos saudaveis, permitiu concluir que:

» Os pacientes mostraram que modulam o balango oxidativo/antioxidativo, de
modo que apresentaram estado redox semelhante ao de criangas
saudaveis, ou seja, concentracdo de GSH e producao de ROS normal;

* A quantidade de leucdcitos circulantes (neutréfilos, monécitos e linfocitos)
foi maior nos pacientes. Evidenciando o recrutamento neutrofilico para o

local da inflamagé&o, o pulméo.

» A producao de citocinas em sobrenadante de cultura de pacientes com FC
diferiu da producao de criancas saudaveis. A producdo espontanea de
TNF-a, IL-6, IL-10 e TGF-B2 estavam aumentadas na FC. A producao de IL-
6 em resposta a PHA também estava aumentada nos fibrocisticos. Por
outro lado, os individuos saudaveis responderam melhor na producao de
TNF-a em resposta ao estimulo de BCG.

* A concentracédo de IgA e IgG no soro de pacientes com FC foi maior que

em individuos normais;

Em relacdo a avaliagao nutricional dos pacientes com FC concluimos que:

e O estado nutricional dos pacientes que participaram da pesquisa
apresentou-se bom, pois verificou-se um baixo indice de desnutricdo nesta
populacdo com escore clinico entre moderado e bom;

« A albumina sérica apresentou-se estatisticamente mais elevada em

individuos saudaveis;

» A pré-albumina esteve abaixo do parametro de normalidade para a maioria
dos pacientes, podendo ser resultado do estado nutricional, bem como da

inflamacgéo;
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A ingestao alimentar dos pacientes com FC esteve adequada do ponto de
vista energético, entretanto, apenas com a ingestdo de alimentos é
impossivel atingir as necessidades de vitaminas lipossoluveis
recomendadas para esta patologia, sendo, portanto, fundamental o uso de

suplementos vitaminicos;

O manejo nutricional adequado é fator determinante na evolucdo do
paciente;

Nas condicdes utilizadas no presente estudo, a suplementacdo alimentar

com concentrado protéico do soro de leite —enriquecido com TGF-B e lactoferina —

em pacientes pediatricos com FC permitiram as conclusodes:

Nao influenciou na concentracao de glutationa reduzida;

Aumentou a estimulacédo basal de granuldcitos para a producdao de ROS,
podendo esta, ser uma resposta adaptativa do organismo;

Reduziu a produgdo de TNF-a em sobrenadante de cultura de células
(CMSP) em resposta a PHA, além disso reduziu momentaneamente (T1) a
producdo de IL-10 em resposta a PHA;

Atenuou a diferenca estatistica que existia, para TGF-p2, antes da

suplementacao entre os grupos de pacientes de proteina teste e placebo;
Nao interferiu na concentracado de imunoglobulinas séricas e de IgA salivar;

Observou-se um aumento do numero total de eritrécitos, e principalemente
de hemoglobina, sugerindo um importante papel da lactoferrina no
metabolismo do Fe;

Aumentou a concentracado de albumina sérica no T1 e nao influenciou nos
escores-Z de IMC/I e E/I;

N&o infuenciou na colonizacao dos pacientes;
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APENDICE 1: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - 1

PROJETO: Suplementacao de concentrado protéico do soro do leite bovino em pacientes
pediatricos com fibrose cistica

» Pesquisadores: Daniela Miotto Bernardi, prof. Dr. Valdemiro Carlos Sgarbieri e prof. Dr.
Antonio Fernando Ribeiro

+ Paciente: HC:

* I|dade:

« Endereco:

= U R , declaro por livre e
espontanea vontade permitir @ partiCipagao de .......ccoiiiiiiiiiiiiee e neste
estudo assumindo que a suplementagcdo com proteinas do soro de leite possa auxiliar no
tratamento de e recuperacgéo da crianga sob minha responsabilidade. O risco que o paciente estara
correndo, em decorréncia da ingestdo dessas proteinas € muito baixo, bem como o seu
desconforto, por se tratar de um componente natural do leite especialmente preparado para
ingestao via oral e freqliientemente consumido por criangas. Em caso de intolerancia ou sintomas
de alergia as proteinas do soro de leite a suplementacéo seréd imediatamente suspensa.

Declaro ainda que recebi esclarecimentos quanto aos objetivos e procedimentos que serdo
utilizados durante o estudo, tais como: entrevista com profissional da area de nutricao; coleta de
sangue; coleta do escarro; exames antropométricos (peso, altura, circunferéncias e pregas
cutaneas); ingestao do suplemento nutricional que foi proposto; orientagdes referentes a ingestao
alimentar.

Como responsavel pelo paciente em questdo, comprometo-me a oferecer o suplemento
alimentar fornecido, bem como, seguir as orientagfes recebidas quanto ao seu uso, tendo a
garantia dos responsaveis pela pesquisa, de receber resposta a qualquer pergunta e,
esclarecimento a qualquer dlvida, acerca dos assuntos relacionados a pesquisa e a
suplementacgao alimentar.

Afirmo ter sido esclarecido que nao receberei remuneracao em troca da participacao,
que posso desistir no momento em que desejar, mesmo apos a assinatura deste termo. E
que a desisténcia ndo acarretara em alteracao nos cuidados médicos e orientacées que
meu/minha filho (a) vem recebendo. Receberei uma cépia deste termo assinado em trés
vias.

De acordo,

Pai ou responsavel pelo participante:
Daniela Miotto Bernardi Tel.(19)8188-3894/(19)3521-8989:
Prof. Dr. Antonio Fernando Ribeiro Tel. (19)3521-7861:
Prof. Dr. Valdemiro Carlos Sgarbieri Tel. (19) 3521-4059:
Comité de Etica em Pesquisa Tel. (19) 3521- 8936.

, de de 2009.
191




APENDICE 2: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO - 2

Os pesquisadores responsaveis pela pesquisa citada abaixo, vém por meio
deste documento convidar criancas e adolescentes ou seus responsaveis a
autorizarem a participacdo voluntaria dos mesmos para fazerem parte de um
grupo controle saudavel que sera comparado com o0s resultados dos pacientes com
Fibrose Cistica.

+ “Efeitos da suplementacao com concentrado proteico do soro do leite
bovino em pacientes pediatricos com fibrose cistica”, projeto de mestrado
da aluna Daniela Miotto Bernardi, promovido pelo Departamento de Alimentos
e Nutricdo da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Unicamp, sob
orientacdo do Prof. Dr. Valdemiro Carlos Sgarbieri, e co-orientacdo do Dr.
Antonio Fernando Ribeiro;

BU, e , declaro por
livre e espontanea vontade permitir a participacao de
.................................................................... neste estudo. Declaro ainda que
recebi esclarecimentos quanto aos objetivos e procedimentos que seréo utilizados
durante a coleta, tendo a garantia dos responsaveis pela pesquisa, de receber
resposta a qualquer pergunta.

Estou ciente que néo receberei remuneracdo em troca da participacéo e
que os dados obtidos serdo mantidos em sigilo. Para participacado sera necessaria
a coleta de material biologico, tais como:

a) coleta de 12 mL de sangue para a realizagao de anélises bioquimicas;
b) coleta de 1,0mL de saliva;

De acordo,

Pai ou responsavel pelo participante:
Daniela Miotto Bernardi Tel.(19)8188-3894/(19)3521-8989:
Prof. Dr. Antonio Fernando Ribeiro Tel. (19)3521-7861:
Prof. Dr. Valdemiro Carlos Sgarbieri Tel. (19) 3521-4059:
Comité de Etica em Pesquisa Tel. (19) 3521- 8936.

, de de 2010.
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APENDICE 3: MANUAL SOBRE O SUPLEMENTO

gue sdo separadas, secadas e concentradas. Ao preparar o suplemento
& necessario ter muito cuidado, pois do contraro estas proteinas ndo
conseguirdo fazer o efeito esperado.

O SUPLEMENTO
E um suplemento alimentar feito a partir das proteinas do leite,

CUIDADOS BASICOS
HUNCA BATER O SUPLEMENTO NO LIGUDIFICADOR, ou seja, somente colocar o suplemento
em vitaminas depois gue elas foram batidas no liguidificador;
NHUNCA AQUECER O SUPLEMENTO, ou =seja, somente colocar ¢ suplemente nos alimentos
depois gue eles forem cozidos;
Mdo se deve preparar o suplemente com antecedéncia, portanto, PREPARAR SEMPRE NO
MOMENTO EM QUE SERA TOMADO,
Manter sempre em local fresco,

COMO TOMAR O SUPLEMENTO
0 suplemento =era entregue em pacotes que estardoe divididos no meie. O pacdente devera tomar
1 pacote inmteiro por dia, sendo gue devera ser tomado 2 veres ao dia, ou seja, metade do
pacote de manhé e a outra metade de tarde.
O suplemente podera ser misturado em leite, sucos ou outras bebidas, podendo ainda ser
consumido na forma originalde po misturado a cereais matinais, purés de frutas ou outros tipos de
alimenios.

RECEITAS
Aguitemos algumas receilas gue podem ser felas para o preparo do supemento.

SUPLEMENTO QORIGINAL
Ingredientes

100m! de agua;
Meio pacote de suplemento;
AclicaroU mel; -

Modo de preparo:

Cologue o suplemento em um copo e adicione um pouguinho de dgua, misture bem ate virar uma

pasta uniforme. Em seguida, adicione o restante da Agua e misture. Adicione o AclcarOU mel e sirva.

MINGAL DE AVEILA

Ingredientes

150ml {1 xdcara)de leite de soja ou leite de vaca;
2 colheres de sopa de aveia em flocos;
Achcar U mel & gosto;

1 pitada de canela;

Meio pacote de suple mento,

Modo de preparo:

Misture o leite, a aveia, o Aclicar OU mel & acanela & leve ao fogo até engrossar Em ssguida

cologue em um pote e espere esfriar. Por fim, cologue o SUPLEMENTO misture bem. e =irva.

MINGAL DE MAISENA
Ingredientes

150ml (1 xicara)de leite de soja ou leite de vaca;
1 colherde sopa de Maizena;
Acticar OU mel & gosto;

1 ptada de canela;
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¢ [deio pacote de suple mento;
Modo de preparo:
Misture o leite, a maizena, o Aglicar OU mel e a canela e leve ao fogo até engrossar. Em seguida
cologue em um pote e egpere esfriar. Por fim, cologue o SUPLE ME NTO misture bem e sirva.

he

MINGAL OE ARROZINA
Ingredientes
» 150ml (1 xdcara)de leite de soja ou agua;
# | colherde sopa de Armozina;
»  Aclcar0OU mel  gosto;
* Seprefenr um pouco de banana picada;
¢ leio pacote de suplemento;
Modo de preparo:
Misture o leite, a armazna, Aclcar OU mel e leve ao fogo até engrossar. Em seguida cologue em
um pote e espere esfiar. Por fim, cologue & banana e o SUPLEMENTO & misture bem & sirva.

MINGAL DE MILHO
Ingredientes

* 150ml (1 xdcara) de leite de soja;

* 3 colheres de sopa de mucilon® de miho;

»  Acicar OU mel OU cobertura de caramelo & gosto;

* [ieio pacote de suple mento;
Modo de preparo:

Misture o leite, mucion®, o aclcar (OU mel OU cobertura de cammeln) e leve ao fogo até

engrossar Em seguida cologue em um pote e espere esfriar. Por fim, cologue o0 SUPLEMENTO  misture
bem e =irva.

WITAMINA DE BANANA
Ingredientes:

s 200ml {1 copo} de leite de =0ja ou leite de vaca;

* Meia banana,

»  Aclcar OU mel a gosto;

* Meio pacote de suplemento;
Modo de preparo:

Cologue o leite, @ banana e o aglicar (OU mel) no liguidificador e bata bem. Em

seguida cologue a vitamina em um copo e adicions o SUPLE MENTO, misture bem &
sirva.

VITAM INA DE MACA
Ingredientes
¢ 200ml (1 copo)de leite de soja ou leite de vaca;
» Neia macd peguena;
»  AclcarOU mel & gosto;
+ [ieio pacote de suple mento;
Modo de preparo:
Cologue o leite, @ macd e o acicar (OU mel} no liguidificador e bata bem: Em seguida cologue a
vitamina em um copo & adicione 0 SUPLEMENT O, misture bem & sinva.

WITAMINA DE ABACATE
: Ingredientes
#  200ml (1 copo)de leite de soja ou leite de vaca;

# 1 colher de sopa de abacate;
194




»  AclcarOU Mel 3 gosto;
* Meio pacote de suplemento,
Modo de preparo:
Cologue o leite, o abacate e o aglcar (OU mel) no liguidificador e bata bem. Em seguida cologue a
vitamina em um copo & adiciong o SUPLEMENTO, misture bem & =irva.

VITAM INA DE MAMAD

Ingredientes
s  200ml {1 copo)de leite de soja ou leite de vaca;
» 1 Fatia peqguena de mamao;
» AcicarOU mel a gosto;

¢# Meio pacote de suplemeanto; - 3 >

Modo de preparo: —
Cologue o leite, o0 maméo e o aghcar (OU mel} no iguidificador e bata bem. Em seguida cologue a
vitamina em um copo e adicione o SUPLEWMENTO, misture bem e =sirva.

WITAWMINADE MORANGO
Ingredientes

s 200ml {1 copo;} de leite de =0ja ou leite de vaca,

s 5 unidades pequenas de morango;

»  Acdicar OU mel 3 gosto;

= Meio pacote de suplemento;
Modo de preparo:

Cologue o leite, a banana & o aclear (OU mel) no liguidificador & bata bem.

Em =eguida cologue a vitamina em um copo & adidone o SUPLEMENTO, misture
bem e sirva.

PAPINHADE BANANA
Ingredientes

* | banana grande;

* Keio pacote de suplemento;

» Sepreferr 1 colher de sopa de neston;

» Sepreferr 1 colher de sopa de coberura de caramelo;
Modo de preparo:

Amasse a banana & misture o= demais ingredientes;

SUPLEMENTO COM SORVETE
Ingredientes
* | bola de sonvete
* Meio pacote de suplemento;
Modo de preparno:
Mizture bem a bola de =orvete com o suplemento e sirva.

Cabe lembrar que o suplemento pode ser misiurado a outms alimentos, comao:
*  Purés de frutas; * Cersais matinais,
*  Sucos-de frutas; * lpguris
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APENDICE 3: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ANALISE DE LIBERACAO DE RADICAIS INTERMEDIARIOS DE

OXIGENIO PELOS GRANULOCITOS

100 pl de
sangue

AN

|
|

a b

Cc

4 pl de PMA
(10pl/ml)

2 pl de DHR 123

(10pl/ml)
>

A

)

Incubacgao a
37°C por 10min

350ul de Tampao de lavagem

<=

>OC—{—mr-

<=

3mL de PBS

e e [~
Incubagao a
37°C por 5min
' R S R
a= branco b= produgdo  ¢= estimulado
(sangue) basal (sangue (sangue+PMA+
+DHR123) DHR123)
3mL de Solucao de lise
Centrifugagao
por 5min a S R U I S
1000rpm
Descarta _
sobrenadante o
Incubacao a
37°C por
7min
S N S

) W

Centrifugacao
por 5min a
2200rpm

Descarta
sobrenadante
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ANEXO 1: ESCORE DE SHWACHMAN

Pontuacgéao Atividade geral Exame fisico

25 Atividade plena, tolerancia ao exercicio normal,  Sem tosse; FC e FR normais; sem evidencias de
boa disposicéo, desenvolvimento motor normal  enfisema; pulmdes limpos na ausculta; boa
frequiéncia escolar normal. postura; sem baqueteamento.

20 Leve limitagao a atividade intensa, cansa ao final Tosse seca ocasional; FC e FR normais no
do dia ou ap6s exercicio prolongado, menos repouso; enfisema leve; MV rude, roncos e TE
energético, limite ocasionalmente irritado ou prolongado ocasionais; boa postura;
apatico, boa freqliéncia escolar. bagueteamento leve.

15 Descansa voluntariamente, cansa apos exercicio Tosse leve e crénica matinal ap6s o exercicio/

, moderadamente inativo, leve retardo motor, choro e ocasionalmente durante o dia; sem tosse

falta espontaneidade, passivo ou irritavel, noturna; FC e FR levemente 1; 1 didmetro AP e

frequiéncia escolar regular. diafragma rebaixado; MV rude, crepitantes,
roncos; sibilos; baqueteamento 1/2 .

10 Atividade fisica e tolerancia ao exercicio Tosse cronica, freqlente, repetitiva, productiva,
limitadas, dispnéico apds exercicios, retardo raramente paroxistica; FC e FR 1 moderadamente;
motor moderado, agitado ou irritado, preguicoso  enfisema moderado a grave, freqlientemente com
ou abatido, freqiiéncia escolar baixa. deformidade ao RX; crepitantes, roncos e sibilos

usualmente presentes e disseminados,
baqueteamento 2/3

5 Limitagao grave da atividade, dispnéia e Tosse severa paroxistica, frequente, productiva,
ortopneia, inativo ou confinado a cama; marcado freqiiente com vémitos e hemoptise; tosse
retardo motor; apatico ou irritado; ndo pode noturna; taquipneia e taquicardia; enfisema grave;
assistir as aulas. crepitantes, roncos e sibilos generalizados

expiragao audivel; ma postura; % baqueteamento;
cianose freqlente

Pontuagao Nutricao Achados Radiolégicos

25 Peso acima do %25 ou compativel com o padrao Sem evidencia de enfisema; sem aumento na
familiar; tbnus e massa muscular normais; trama bronco vascular; sem infiltragao ou
gordura subcutanea normal; maturagéo sexual atelectasias;
normal; fezes quase normais; bom apetite.

Peso e altura acima do %10 ou levemente Evidencias minimas de enfisema; leve aumento da

20 abaixo do padrao familiar; tonus e massa trama broncovascular; sem infiltrados ou
muscular bons; tecido subcutaneo levemente atelectasias.
diminuido; maturagao sexual levemente
retardada; apetite normal e fezes mais
freqlientes com leve alteragao;

15 Peso acima do %3 ou moderadamente abaixo Enfisema moderado, didametro AP aumentado;
do padréo familiar; peso usualmente deficiente campos pulmonares mais radiolucentes, diagrama
para a altura; tdnus e massa muscular regulares; moderadamente rebaixado; trama broncovascular
gordura subcutanea deficiente, abdome pouco aumentada; atelectasias localizadas ou
distendido; maturagédo sexual retardada; apetite  irregulares; infiltrado ocasional transitério
regular, fezes volumosas, flutuantes formadas.

10 Peso acima do %3 e deficiéncia para altura; Enfisema marcado; aumento do diametro AP
ténus e massa muscular pobres; deficiéncia marcado; marcado rebaixamento do diafragma;
marcada de gordura subcuténea; distensao silhueta cardiaca estreita; areas de atelectasias
abdominal moderada; maturagéao sexual disseminadas; atelectasias segmentares ou
deficiente, sem estirdo; mau apetite; fezes pouco lobares ocasionais; focos persistentes de
formadas, volumosas, mau cheiro e gordurosas. infiltragéo; cistos localizados; aumento marcado na

trama.

5 Mal-nutrido e baixo; musculos fracos, flacidos e  Alteragdes extensivas; hiperinsulflagcdo grave;

pequenos; sem gordura subcutanea; perda de
peso frequente; fezes freqlientes, volumosas,
mau cheiro e gordurosas; prolapso retal
freqliente.

infiltrado e atelectasias disseminadas; formacao
disseminada de cistos; formagéo de
bronquiectasias e abscessos; atelectasias lobares
persistentes

Classificacao Pontos
Grave <40
Moderado 55 - 41
Leve 70 - 56
Bom 85-71
Excelente 100 — 86
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ANEXO 2: PARECER DO COMITE DE ETICA

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fem.unicamp.br/pesquisa‘etica/index_him|

CEP, 22/07/08.
(Grupo 1)

PARECER CEP: N® 538/2008 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0432.0.146.000-08

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “EFEITOS DA SUPLEMENT&C&O COM CONCENTRADO PROTEICO DO
SORO DE LEITE BOVINO, NA RESPOSTA INFLAMATORIA DE PACIENTES
PEDIATRICOS COM FIBROSE CISTICA™.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Danicla Miotto Bernardi

INSTITUIC AD: Ambulatério Pedidtrico de Fibrose Cistica / Hospital das Clinicas / UNIC AMP
APRESENT&(:AD AO CEP: 10/O7/2008

APRESENTAR RELATORIO EM: 22/07/09 (0O formuldrio encontra-se no site acima)

II- OBJETIVOS

Avaliar o efeito da suplementagiio do concentrado protéico do soro do leite bovino (whey
protein concentrate - WPC) enriquecido com TGF-BETA e lactoferrina, na resposta inflamatéria
em pacientes pediatricos com diagnostico de fibrose cistica (FC).

III - SUMARIO

Estudo clinico ndo randomizado e observacional com cardter longitudinal. Participario da
pesquisa 40 pacientes com FC atendidos no Ambulatério Pediatrico de Fibrose Cistica do HC -
UNICAMP, com faixa etiria entre 3 e 10 anos, com escore de Shwachman entre moderado e
bom, que possuam tolerincia ao WPC e cujos responsiveis tenham assinado o TCLE. Antes da
suplementagiio, 0 WPC serd submetido & anilise centesimal e microbiolégica. A suplementagio
serd feita durante 6 meses, durante os quais os pacientes serio submetidos a 3 avaliagdes (T0. T
e T2) onde serfo verificados: os niveis de glutationa em sangue total. a liberagio de radicais
intermedidrios do oxigénio e quantificagio de neutréfilos, imunoglobulinas séricas e
imunoglobulina A da saliva, cultura do escarro, niveis de proteinas séricas, avaliagio
antropométrica e avaliagdo da ingestdo alimentar. A suplementagdo do WPC serda entregue ao
paciente que devera ingeri-lo misturado em bebidas, fannhas, purés ou sopas. Caso algum
paciente apresente intoleréncia ao suplemento ou se sua aderéncia for menor que 50%, a
suplementagiio serd interrompida. Se na segunda andlise biogquimica (T1) os resultados dos
exames forem satisfatorios a pesquisa também poderd ser encerrada. Os dados serfio tratados
estatisticamente com nivel de significdncia de 5%.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto estd claro, ¢ extremamente interessante, os critérios de inclusiio e exclusiio
estio bem definidos.

Comité de Etica em Pesguisa - UNICAMP

Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3821 -8936
Caixa Postal 6111 FAX (ll%) J521-TI87
13084-971 Campinas - 5F cepir fem.unicamp.br

200



FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www. fem.uni b/ isafetica/index. html

Recomendamos que no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido seja substituido os
termos “prometo-me” por “comprometo-me” e “sido esclarecendo™ por “sido esclarecido™.
Recomendamos também, que o Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido seja em forma de
anexo.

V- PARECER DO CEP

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

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

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento
em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma ¢ sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/9%
= ltem IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por
ele assinado (Item 1V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocole aprovado e
descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res.
CHNS Item II1.1.2), exceto quando perceber nsco ou dano nido previsto ao sujeito participante ou quando
constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

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

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara
¢ sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas, Em caso de projeto do
Grupo 1 ou II apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve enviid-las
também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.
251197, Ttem I11.2.e)

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

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na VII Reunidio Ordindria do CEP/FCM, em 22 de julho de 2008.

Profa. Dra. ﬂeﬁhﬁﬁa Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DEETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP

Comité de Ftiea em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FIOMSE (01%) 3521-58936
Calva Postal 6111 FAX (0M9) 3521-TI87
1HI84-9T1 Campinas - SP cepliafem.unicamp. br



ANEXO 3: ADENDO 1 — COMITE DE ETICA

FACULDADE DE CIENCIAS MED:
COMITE DE ETICA EM PESQ

% www, femunicamp. br/ pesquisa/eticalindex

CEP, 16/12/08.
(PARECER CEP: N® 538/2008)

PARECER

I- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “EFEITOS DA SUPLEMENTACAO COM CONCENTRADO
PROTEICO DO SORO DE LEITE BOVINO, NA RESPOSTA INFLAMATORIA
DE PACIENTES PEDIATRICOS COM FIBROSE CISTICA™.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Daniela Miotto Bernardi

Il - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprovou a nova metodologia bem como a alteragdo do orientador, que
passa a ser Valdemiro Carlos Sgarbieri e o co-oriemador que passa a ser Anténio Fernando
Ribeiro, referente ao protocolo de pesquisa supracitado.

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

I11 - DATA DA REUNIAO

Homologado na X1 Reunidio Ordindria do CEP/FCM. em 16 de dezembro de 2008,

A
Profa. yﬁ%ﬁ{ en Silvia Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM/UNICAMP.
Comité de Ftica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019 152]1-8936
Caixa Postal 6111 FAMN (1Y) 3521-TI8T
13084-971 l‘.‘ll‘l‘lpl‘ll-'l'i—!'H|I e fem.unicamp.hr
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ANEXO 4: ADENDO 2 — COMITE DE ETICA

FACULDADE DE'CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www fem.unicamp.br/pesquisafeticalindex. html]

CEP, 27/04/10.
{(PARECER CEFP: N® 538/2008}

PARECER

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “EFEITOS DA SUPLEMENTACAO COM CONCENTRADO
PROTEICO DO SORO DE LEITE BOVINO, NA RESPOSTA INFLAMATORIA
DE PACIENTES PEDIATRICOS COM FIBROSE CISTICA™.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Daniela Miotto Bernardi

I1- PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéneia e aprovou o adendo que inelui o grupo controle, referente ao protocolo de
pesquisa supracitado.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados siio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e niio representam a opinifio da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometen.

11 - DATA DA REUNIAO.
Homologado na IV Reunido Ordindria do CEP/FCM, em 27 de abril de 2010.

Prof. Dr. Carlvs Eduardo Steiner

PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP

Comité de Etica cm Pesguisa - TUNICANE

Rz Tessalia Vieira de Comarpgn, 126 FONE (19 3521-59236
Caina Postal 6111 FAN (019 3321-7187
13083-88T7 Campinas — 5P
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ANEXO 5: LAUDOS MICROBIOLOGICOS

LAUDC DE AMALISE N2 CQ 13285/2008 MB

MATERIAL: Concentrado proteico de soro de lete 20und, fab.: 04/12/08

INTERESSADD: Prof. Dr. Valdemire Carlos Sgarbieri

ENDZREZOQ:. FEA-Unicamp .

DATA DE ENTRADA DAS AMOSTRAS: 09M12/2008 DATA DE ANALISE: 10/12i2008
DATA DE EMISSAO DO LAUDO: 18/12/2008

NATUREZA DAS ANALISES: Microbiclégica

RESPONSANVEIS: Maristela 5. Nascimento, Dionir J. Baptista

1. METODOS

DOWNES, F. P. &ITO, K {eds.). 2001. Compendium cf methads for the microbiclogical examination of foods,
4" ed American Public Health Assaociation, Washington, D C.

IS0 5375, Micrchiclegy of foed and animal feeding stuffs Hornzontal mefthod far the cdeteclion of Saimonelia
spp.. 47 ed. The Irtemational Organization for Standardization, 2002.

HORWITZ, W. & LATIMER, GW. (eds.). Official Methods of Analysis of ACAGC Intemational, 137 ed.
Gaithersburg, Maryland: AOAC Intemational, 2005,

IS0 B&86-1. Microbiology of food and anmal feeding stuffs — HorzZontal method for the enumeration of
ecoagulase-positive staghylocooe! (Stapnyiococcls avrels and offier specfes) — Part 1 Technigue Using
Baird-FParker agar medium, 1" ed_, 1995 Amendment 12005

IS0 72512005, Microbioiogy of food and animal siufts — Horizontal methed for the defection and enumeration
of presumptive Escherichia coif — Most probable number technique. 3 ed. The Internafional Crgarization
for Standardization, 2005.

2. RESULTADOS

Determinac ies Resultados
Saimonelia Ausente
Colifcrmes totais (em 1g) Auszentes
Escheriziia coli {em 1g) Ausente
Bacillus cereus (UFCig)* 10(est)=
Estafilococos coagulase positiva (UFCig)™ <10

* Unidade Formadors de Colonia por grama, ** Contagem estimada, abaixo do imitz de cuantificazao do metodo.

3. COMENTARIOS E/OU CONCLUSAO

A amostra encontra-se de acorco com os padrées microbiologicos estabelecidcs para o Grupo de Alimentos
27, ltem a, da Resolucds RDC Mumero 12 de 02 de janzim de 2001, da Agéncia Macional de Vigildncia
Sanitaria (ANVISA).

4. DBSERVAGOES

a) O Centro dz Ciéncia e Qualidade de Alimentos nédo fol responsavel pela amcsiragem e coleta do material,
cuja identificazdo foi formecida pelo interessado. Os resuliados aplicam-s2 exclusivamenie a(s) amosirais)
analisada(s), sendo vedado o uzo do nome do ITAL, scb pena de indenizacio, para qualificar producdo sobre
a qual o mesmo ndo exerceu controle. b) Este laudo/relatdhio sa tem valor oficial guando impresso em papel
com marca d'agua, com assiraturas ou rubricas originais em todas as pagnas. Sua reprodugdo sO pode ser
feila na integra, sendo reguerica autonizacao formal deste laboratdrio para reproducdo parcial. ©) Quando
apicavel, os comeniarios € condusdes nao fazem parte do escopo de habiliagdo pela REBLAS.

Visto:
Valéria C. A. Jungueira Beatriz Thie lamanaka
Vide-Dhivetor Técneo de Semvigo FPesquisador Cieatifico
Unidade Lzbomtonial de Jefaréncia de Microbiokgia —_— Unidade Lzbomioial de Referéncia de Microkiclogia
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LAUDO DE ANALISE N*- ¢Q 13284/2008 MB

MATERIAL: Caseina 20 und, fak.; 07/12/08

INTERESSADO: Prof. Dr. Valdemiro Carlos Sgarbieri

ENDERECO: DEPAN/FEA- UNICAMP

DATA DE ENTRADA DAS AMOSTRAS: 09/12/2008 DATA DE ANALISE: 10/12/2008
DATA DE EMISSAO DO LAUDO: 18/12/2008

NATUREZA DAS ANALISES: Microbiologica

RESPONSAVEIS: Maristela $. Nascimente, Dionir J. Baptista

1. METODOS

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

1SO 6575. Microbiology of food and animal feeding stuffs Horizontal method for the detection of Salmonella
spp., 4" ed. The Intemational Organization for Standardization, 2002.

HORWITZ, W. & LATIMER, GW. (eds.). Official Methods of Analysis of AQAG Intemational, 18" ed.
Gaithersburg, Maryland: AOAC Intemational, 2005.

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

1SO 7251:2005. Microbiology of food and animal stuffs — Horizontal method for the detection and enumeration
of presumptive Escherichia coli — Most probable number technigue. 3™ ed. The International Organization
for Standardization, 2005.

2. RESULTADOS

Determinacdes Resultados
Salmonella Ausente
Coliformes totais (em 1g) Presentes
Escherichia coli {em 1Q) Ausente
Bacillus cereus (UFCig)* 10({est)™
Estafilococos coagulase positiva (UFGig)* <10

* Unidade Formadora de Coldnia por grama, ™ Contagem estimada, abaixo do limite de guantificagio do método.

3. COMENTARIOS E/OU CONCLUSAO

A amostra encontra-se de acordo com os padrdes microbioldgicos estabelecidos para o Grupo de Alimentos

27, Item a, da Resolucdo RDC Namero 12 de 02 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigildncia
Sanitaria (ANVISA).

4. OBSERVAGOES

a) O Centro de Ciéncia € Qualidade de Alimentos ndo foi responsavel pela amostragem e coleta do material,
cuja identificacdo foi fornecida pelo interessado. Os resultados aplicam-se exclusivamente A(s) amostra(s)
analisada(s), sendo vedado o uso do nome do ITAL, sob pena de indenizagdo, para qualificar produg&o sobre
a qual o0 mesmo ndo exerceu controle. b) Este laudoirelatorio 50 tem valor oficial quando impresso em papel
com marca d'agua, com assinaturas ou rubricas originais em todas as paginas. Sua reproducdo s6 pode ser
feita na integra, sendo requerida autorizagdo formal deste laboratorio para reprodugdo parcial. ¢) Quando
aplicavel, os comentarios e conclusdes ndo fazem parie do escopo de habilitacéo pela REBLAS.

Visto:
Valéria C. A. Jungueira Beatriz Thie lamanaka
Vide-Diretor Técnico de Servigo Pesquisador Cientifico
Unidade Laboratorial de Referéncia de Microbiologia - Unidade Laboratorial de Referéncia de Microbiclogia
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