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RESUMO

Objetivo: Avaliar se o consumo de um composto lacteo contendo &cido
docosahexaendico (DHA), prebibticos e beta-glucano, e suplementado com
outros micronutrientes, reduz a incidéncia de infeccdes respiratérias, diarreia e
manifestacdes alérgicas (MA) em criancas saudaveis. Secundariamente,
comparou-se entre 0S grupos: crescimento, aceitacdo da férmula, marcadores
imunoldgicos no soro e nas fezes, zinco e ferritina séricos, e incidéncia de
eventos adversos (EA). Métodos: Estudo randomizado, controlado e duplo-
cego, envolvendo criancas saudaveis de 1 a 4 anos de idade, de duas creches
filantrépicas em Salvador-BA, alimentadas com trés doses/dia de um composto
lacteo (teste; n = 125) contendo DHA, prebidticos (polidextrose/PDX e
galactooligossacarideos/GOS), beta-glucano e outros nutrientes essenciais, ou
uma bebida a base de leite de vaca controle (controle; n = 131) por 28 semanas.
A ocorréncia de infeccdes respiratorias, doenca diarreica e MA foi avaliada pelos
pediatras do estudo e o nimero de episddios foi analisado através do teste de
Cochran-Mantel-Haenszel e do modelo de Andersen-Gill. Resultados: O grupo
teste apresentou menos episédios de MA, que incluiam rinite alérgica ou
conjuntivite, broncoespasmo, tosse alérgica, eczema e urticaria, em comparacao
com o grupo controle (p = 0,021). A razao de risco (HR) do aumento do nimero
de episodios de MA foi menor no grupo teste em relagdo ao grupo controle (HR,
0,64; IC 95% de 0,47-0,89; p = 0,007). Ndo houve diferenca na incidéncia de
infeccBes respiratérias e doenca diarreica entre os grupos. Os grupos foram
semelhantes estatisticamente quanto ao crescimento, ingestdo da formula (12-24
meses: p=0,32; 25-48 meses: p=0,06) e ocorréncia da quase totalidade de
eventos adversos, 0 que apoia a seguranca da férmula testada e sua boa
aceitacdo. Quanto as analises laboratoriais, ndo houve diferencas entre os
grupos em relacdo aos marcadores imunol6gicos no soro (IL-10, TGF-p1, TGF-
B2, IL-4 e INF-Y) e nas fezes (IgA secretdria), zinco (p=0,82) e ferritina (p=0,148)
séricos, e células periféricas da série vermelha e branca. Conclusdo: Um
composto lacteo contendo DHA, PDX/GOS e B-glucano de levedura e
suplementado com micronutrientes, incluindo zinco, vitamina A e ferro, quando
consumido trés vezes/dia durante 28 semanas por criancas saudaveis de um a
quatro anos de idade foi associado a menos episodios de manifestacdes
alérgicas. Entretanto, ndo foi identificado efeito sobre os marcadores
imunologicos e contagem de células imunes efetoras.

Palavras-chave: DHA. Prebidticos. B-glucano de levedura. Manifestacbes
alérgicas. Criancas.



ABSTRACT

Objective: To evaluate whether the intake of a dairy compound containing
docosahexaenoic acid (DHA), prebiotics and beta-glucan, and supplemented with
other micronutrients, reduces the incidence of respiratory infections, diarrhea and
allergic manifestations (AM) in healthy children. Secondarily, the following variables
were compared between groups: growth, acceptance of the formula, immunological
markers in serum and faeces, zinc and ferritin, and incidence of adverse events
(AE). Methods: A randomized, controlled, double-blind study involving healthy infants
aged 1 to 4 years, from two philanthropic day care centers in Salvador-Bahia, fed
three doses/day of a dairy compound (test: n = 125) containing DHA, prebiotics
(polydextrose/PDX and galactooligosaccharides/GOS), beta-glucan and other
essential nutrients, or a control cow's milk beverage (control; n = 131) for 28 weeks.
The occurrence of respiratory infections, diarrheal disease and AM was evaluated by
the study pediatricians and the number of episodes was analyzed through the
Cochran-Mantel-Haenszel test and the Andersen-Gill model. Results: The test group
had fewer episodes of AM, which included allergic rhinitis or conjunctivitis,
bronchospasm, allergic cough, eczema and urticaria, compared to the control group
(p = 0.021). The risk ratio (HR) for the increase in the number of episodes of AM was
lower in the test group than in the control group (HR, 0.64, 95% CI 0.47-0.89, p =
0.007). There was no difference in the incidence of respiratory infections and
diarrheal disease between groups. The groups were statistically similar in growth,
ingestion of the formula (12-24 months: p = 0.32, 25-48 months: p = 0.06) and
occurrence of almost all adverse events, which supports the safety of the tested
formula and its good acceptance. There were no differences between the groups
regarding serum immunological markers (IL-10, TGF-1, TGF-B2, IL-4 and INF-Y)
and feces (secretory IgA), zinc (p = 0.82) and serum ferritin (p = 0.148), and red and
white peripheral cells. Conclusion: A dairy compound containing DHA, PDX / GOS
and yeast B-glucan and supplemented with micronutrients, including zinc, vitamin A
and iron, when consumed three times a day for 28 weeks by healthy children aged
one to four years was associated with fewer episodes of allergic manifestations.
However, no effect on immunological markers and immune effector cell counts was
identified.

Keywords: DHA. Prebiotics. Yeast B-glucan. Allergic manifestations. Children.



AAP
AG
AGCC
AGPI

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Academia Americana de Pediatria
Acido graxo

Acido graxo de cadeia curta
Acido graxo poliinsaturado

AGPICL Acido graxo poliinsaturado de cadeia longa

ARA
BG
CL
COX
DHA
EPA
FAO
FDA
FOS
GOS
IgA
IgAs
IL

IRA
ISAAC
LH
LOX
LT

LX
MS
NF-kB
OMS
OND
PDX
PG
PGI
PNDS
SBP
TGF-B
TGl
Th
TNF-a
X
UFC

Acido araquiddnico

Beta-glucano

Composto lacteo

Enzima ciclooxigenase

Acido docosahexaendico

Acido eicosapentaendico

Food and Agriculture Organization
Food and Drug Administration
Frutooligossacarideo
Galactooligossacarideo
Imunoglobulina A

Imunoglobulina A secretora
Interleucina

Infeccdo respiratdria aguda
International Study of Asthma and Allergies in Childhood
Leite humano

Enzima lipoxigenase

Leucotrieno

Lipoxina

Ministério da Saude

Factor de transcrigdo nuclear kappa B
Organizacdo Mundial de Saude
Oligossacarideo nao digerivel
Polidextrose

Prostaglandina

Prostaciclina

Pesquisa Nacional de Desenvolvimento e Saude
Sociedade Brasileira de Pediatria
Fator de transformacgao do crescimento beta
Trato Gastrointestinal

Linfécito T helper

Fator de necrose tumoral a
Tromboxano

Unidade formadora de col6nia



SUMARIO

1 INTRODUGAO.....ciiiiiiiiiiiiiieiiitiiet e, 211
2 OBJETIVOS
2.0 GBIAL et e 13
2.2 ESPECITICOS. ..ii ittt ettt e e s 13
3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Epidemiologia da doenca diarréica, da IRA e doencas alérgicas................. 14
3.2 A importancia da nutricdo para o crescimento, desenvolvimento e maturagéo
do sistema imunologico INfantil ..........ccccooviiiiiiee e 18
3.3 O papel da microbiota na homeostase imunoldgica...........ccceeviiiiviieeennnnnes 23
I o =T oo oo LTRSS 29
3.5 Acido Docosahexaendico (DHA)..........ccoveeeeeueeeeeeeeeeeeeeeeeees e 39
3.6 BELA-GIUCANO. .....eeiiieiiiiiii ettt e a e ean e 47
4 METODOLOGIA.. ..ottt bbbt e e e e e aaaaaaee ans 52
RESULTADOS
5.1 Artigo OFIgINAL......oiiiiiiiiiie e e 57
B DISCUSSAD ..ottt ettt 67
7 CONCLUSOES/CONSIDERAGOES FINAIS.......c.cooooiiiieieieieeeeeeesiee e 76
REFERENCIAS. ...ttt bbb 77
APENDICE ..ottt s h ettt ettt 91

ANEXOS.... . e 92



1 INTRODUCAO

Os primeiros 5 anos de vida sdo marcados por crescimento acelerado e imaturidade
fisiolégica e imunoldgica, sendo altas as exigéncias de macro e micronutrientes, o
gue torna esse periodo de grande vulnerabilidade aos agravos nutricionais. A
nutricdo adequada assume papel relevante ndo somente para garantia do
crescimento e desenvolvimento saudaveis, mas também para uma defesa
imunolégica eficaz. Inadequacdes no consumo de nutrientes podem comprometer o
estado nutricional e levar ao desenvolvimento de caréncias nutricionais, com

consequente prejuizo a resposta imunolégica.

As doencas carenciais aumentam a suscetibilidade infantil a diarreias e infeccoes,
além de poder comprometer a maturacdo do sistema nervoso, visual, mental e
intelectual. Vale enfatizar que, em menores de 5 anos, fatores relacionados a
nutricdo sdo responsaveis por 11% do total de doencas no mundo, e mesmo a dieta
de criancas aparentemente bem nutridas em paises desenvolvidos pode nao

atender completamente as recomendac¢fes nutricionais.

As infec¢Bes respiratorias agudas (IRAs) e gastrointestinais continuam sendo as
principais causas de morbidade e mortalidade em criangas menores de cinco anos
e, nhas Ultimas décadas, observa-se uma mudanca no perfil da carga de doenca, com
aumento progressivo na prevaléncia e na gravidade de doengas alérgicas em

criancas de paises ocidentais.

A idade de 1 a 3 anos € considerada de maior risco a inadequac¢des nutricionais, por
ser um periodo de transi¢do do aleitamento materno complementado ao consumo
regular de uma variedade de alimentos familiares. Visando garantir a ingestédo
suficiente de nutrientes chaves para o desenvolvimento infantil (vitaminas A, D e E,
zinco, ferro e &cidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, entre outros),
compostos lacteos vém sendo desenvolvidos para uso em substituicdo ao leite de
vaca integral em criancas de 1 a 5 anos.

Diante do exposto, tem crescido o interesse cientifico sobre os alimentos funcionais,

que sdo aqueles capazes de proporcionar beneficios adicionais a saude do
individuo, além do cumprimento de seu potencial basico nutritivo. Alguns nutrientes

*Black RE, Allen LH, Bhutta ZA, Caulfield LE, et al. Maternal and child undernutrition: global and regional exposutes
and health consequences. Lancet. 2008; 371:243-60.



tém sido associados a modulacéo do sistema imunolégico, ajudando na prevencéo e
combate a algumas doencas. Dentre eles destacam-se o acido docosahexaendico
(DHA), os prebidticos e o B-glucano (BG) que, através de diferentes mecanismos,

tém demonstrado propriedades imunomodulatérias.

Os prebidticos estimulam seletivamente bactérias benéficas no célon e demonstram
promover alguns beneficios a satde do sistema imune em criangas com alto risco de
alergia, além de induzir a producdo de niveis mais elevados de imunoglobulina A
secretora (IgAs), importantes para a reacdo adequada a patdgenos intestinais e
alérgenos alimentares. Acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (AGPICL) s&o
precursores de mediadores relacionados a inflamacédo, sendo capazes de modular
as respostas imunologicas. Os efeitos propostos dos BG para a salude estéo
relacionados ao aumento da imunidade pela ativacdo de células do sistema imune,
com consequente producdo de citocinas capazes de modular tanto a imunidade

inata quanto & adaptativa.

Diversos estudos tém avaliado o impacto dos prebiéticos, DHA e BG, de forma
associada ou isolada, sobre a ocorréncia de doencas em criangas, sendo

empregadas diferentes doses por variados periodos de intervencéo.

Com base na possivel funcédo sugerida dos prebioticos, AGPICL e BG em respostas
imunes saudaveis, o objetivo deste estudo é avaliar se o acréscimo de uma mistura
de prebidticos, DHA e B-1,3;1,6-glucanos em um composto lacteo (CL) apresenta
efeito sobre a ocorréncia de infec¢céo respiratéria, diarreia e doencas alérgicas em
criancas de 1 a 4 anos de idade. Esse produto ser4 comparado a um leite de vaca
em po suplementado com alguns micronutrientes, de forma a atender as exigéncias
do Codex Alimentarius. Todos os outros alimentos da dieta das criangas deste
estudo foram adequados para a respectiva idade de cada participante e

nutricionalmente balanceados com relacdo aos macro e micronutrientes.



2 OOBJETIVOS

2.1 GERAL

Determinar se o consumo de um composto lacteo contendo prebiéticos, DHA e B-
glucano apresenta efeito sobre a ocorréncia de IRA, doenca diarréica e/ou

manifestacOes alérgicas.

2.2ESPECIFICOS

Comparar entre os grupos do estudo:

e Crescimento

e Aceitacdo do produto do estudo

¢ Incidéncia de eventos adversos

¢ Frequéncia das evacuages e consisténcia das fezes
e Marcadores imunoldgicos nas fezes e no soro

¢ Ferritina e zinco séricos

e Células sanguineas periféricas

e Uso de antibiético sistémico

Avaliar na populacéo geral do estudo:

¢ Incidéncia de parasitas nas fezes



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Epidemiologia da doenca diarréica, da IRA e doencas alérgicas

As doencas diarréicas e infec¢des respiratdrias continuam sendo as principais
causas de morbidade e mortalidade em criangas menores de cinco anos. Estima-se
que, em 2013, 6,3 milh8es de nascidos vivos em todo o mundo morreram antes de
completarem 5 anos de vida e que cerca de metade destes (51,8%) morreu de
causas infecciosas. Infec¢Bes respiratorias e diarreia foram as principais causas
infecciosas sendo responséveis por 14,9% e 9,2%, respectivamente, do total de

6bitos em criancas menores de 5 anos™.

IRAs constituem o grupo mais comum de doencas agudas que ocorre durante a
primeira infancia, com uma mediana de 5 episédios de infec¢ao do trato respiratério
superior por ano®. Estudos®* apontam que nos paises em desenvolvimento as IRAs
tendem a ser mais graves e operam como componente consideravel tanto na
morbidade quanto na mortalidade, concentrando cerca de 20 a 40% das consultas

em servicos de pediatria, 12 a 35% das internagdes hospitalares e 19% das mortes.

Segundo Cardoso®, as IRAs persistem como problema de satide publica e o Brasil
se destaca como um dos paises com maior niUmero de casos anuais de pneumonia
clinica em menores de cinco anos (1,8 milhdo). Nesse grupo, 30 a 50% das
consultas ambulatoriais, mais de 50% das hospitalizacdes e de 10 a 15 % dos ébitos

sdo atribuidos as IRAs, sendo 80% destes por pneumonia.

A doenca diarréica € a segunda maior causa de mortes na infancia, representando
em torno de 1,5 milhdes de 6bitos anuais em criangcas menores de 5 anos no
mundo®. A morbidade e a mortalidade associadas a diarreia ainda sdo um problema
de salde publica nos paises em desenvolvimento®’ e, segundo dados da
Organizacdo Mundial de Satde (OMS)®, o grupo de criancas na faixa etaria de 0 a 3
anos experimenta trés episodios de diarreia por ano, contabilizando no seu 3° ano

de vida aproximadamente dez quadros diarréicos.



O grupo etario mais vulneravel as diarreias corresponde as criancas de 0 a 5 anos
de idade®, sendo os menores de 1 ano os mais susceptiveis ao desenvolvimento da
doenca®®. No Brasil, entre 2000 e 2011, foram notificados 33 milhdes de casos de
diarreia em menores de 5 anos™ e, segundo dados do Sistema de Informacao
Hospitalar do Ministério da Saude, no periodo de 2008 a 2010, foram registradas
cerca de 582 mil internacdes por diarreia em menores de 4 anos'?. Nos 81
municipios brasileiros com populacdo maior que 300 mil habitantes, 50% das
internacdes em menores de 5 anos de idade foram em decorréncia da diarreia, e 16

destes 81 municipios superaram esta taxa para 70%°.

A maioria das mortes por diarreias no mundo (88%) € causada por sistemas
inadequados de saneamento, sendo que mais de 99% destas mortes ocorrem em

paises em desenvolvimento®.

Ha consistente tendéncia de reducdo da mortalidade infantil em todas as regides
brasileiras, decorrente principalmente do efeito de intervencgdes publicas nas areas
de saulde, saneamento e educa¢do materna. No periodo de 1990-2008, a taxa de
mortalidade de criancas menores de 5 anos diminuiu 28% no mundo e 61% no
Brasil®®. Ainda assim, os valores médios continuam elevados, sobretudo nas regiées
Nordeste e Norte. No Nordeste do pais, a taxa chega a ser o dobro da observada na
regido Sul, de acordo com o Sistema de Informagfes sobre Mortalidade (SIM) do
Ministério da Satde (MS)**.

A andlise de estudos de morbidade e mortalidade por diarreia na Africa, América
Latina e Asia entre os anos de 1982 a 2000, indicou tendéncias decrescentes nos
Obitos em menores de 5 anos por esta doeng¢a, porém a morbidade manteve-se alta
nessas trés décadas''®. Ainda assim, é a segunda causa de morte e principal de
desnutricho em criancas menores de cinco anos, segundo relatério de 2015 do
Fundo das Nagdes Unidas para Infancia (UNICEF)*’.

Assim como vem ocorrendo com as infeccdes gastrointestinais, Rodrigues et al*®
relatam que as mortes por pneumonia no periodo de 1991-2007 diminuiram 56%

entre criancas brasileiras de 1 a 4 anos.



Diversos estudos sugerem que frequentar uma creche é um importante fator de risco
para infeccdes tanto respiratorias quanto gastrointestinais'®?°. Cerca de 89% das
auséncias a creche relacionadas a doengas sao decorrentes de infec¢fes, das quais

60% a 70% devido & infeccdes respiratorias’.

Nas ultimas décadas tem ocorrido uma mudancga drastica no perfil da carga de
doencas no mundo desenvolvido, com aumento progressivo nos problemas de
saude imunomediados e relacionadas com o intestino (tais como alergias, doencas
inflamatérias e auto-imunes), deixando de predominar as infeccdes®®. Estudos
demonstram que a prevaléncia e a gravidade da asma e outras doencas alérgicas,
tais como rinite e eczema, estdo aumentando ndo s6 em paises desenvolvidos como
naqueles em desenvolvimento, apesar de avancos no conhecimento etiolégico, nos
mecanismos envolvidos e nos Varios tratamentos®>?*. Estima-se que até 20% da
populacéo sofre de uma condicdo alérgica, tais como dermatite atdpica, alergias

alimentares, asma, rinite alérgica e/ou conjuntivite.

Segundo a Hipétese da Higiene, o aumento da prevaléncia de doencgas alérgicas
vem sendo associado as alteracbes no estilo de vida ocidental (melhorias no
saneamento bésico, imunizacdo, uso de antibiéticos e ingestdo dietética
modificada)®. Para esta hipétese, o desequilibrio da resposta linfocitica T helper 1 /
T helper 2 (Thl/Th2) justifica o aumento de doencas crbnicas e alérgicas em
sociedades desenvolvidas, cujas familias com maior renda apresentam melhores
condicdes de higiene, isolamento social, uso frequente de antibidticos e vacinacdo
imunizante, contato excessivo com agrotoxicos e menos exposi¢cdo ao ambiente
rural’’. Estes fatores limitam o contato das criancas com patégenos diversos e
impedem a manifestacdo de doencas infecciosas agudas na primeira infancia,
inibindo a acdo de linfécitos Thl e favorecendo a ativacdo de linfcitos Th2,

responsaveis pelas manifestagdes alérgicas cronicas®®.

Entretanto, alguns pesquisadores tém refutado a hipétese da higiene ao associar a
ocorréncia de infec¢des respiratérias na infancia precoce ao aumento do risco de
desenvolvimento de doencas alérgicas®®. Estudo desenvolvido por Rantalla et al®
sugere que a prevencdo de infec¢des respiratérias na infancia pode reduzir o
desenvolvimento de asma na infancia bem como na vida adulta.



As doencas alérgicas sdo mais prevalentes entre criancas do que nos adultos. Em
todo o mundo, doencas alérgicas respiratérias por si s6, mais especificamente asma
e rinite alérgica, afetam cerca de 700 milhdes de individuos®. Tem sido claramente
relatado que a prevaléncia destas doencas tem aumentado nas Ultimas décadas,

mas em taxas diferentes, em varias areas do mundo®..

O Brasil € um dos paises com maior prevaléncia das doencas alérgicas, quando
comparado & América Latina e o restante do mundo®?, sendo as taxas mais elevadas

observadas nas regides Norte e Nordeste.

.
De acordo com o Estudo Internacional de Asma e Alergias na Infancia fase 3
(ISAAC)®, realizado no Brasil, a prevaléncia média de sintomas relacionados & rinite
é de 25,7% entre escolares, estando 0 pais no grupo com as maiores taxas
mundiais de prevaléncia, tanto em asma como em rinite. Observa-se que as
prevaléncias de rinoconjuntivite e eczema continuam aumentando, ao contrario da

de asma, que demonstrou uma tendéncia de redug&o®3*,

E enorme o impacto das doencas alérgicas em individuos afetados, nas suas
familias e sociedades. Elas afetam negativamente a qualidade de vida e aumentam
a taxa de comorbidades e risco de morte, como notado na asma®"*. Além disso, o
O6nus econbmico dessas doencas é consideravel. Isto € normalmente relacionado
com o substancial custo médico direto (visitas a emergéncias, visitas ao consultério
médico, internacdes, laboratério de diagnostico e propedéutica radioldgica, e outras
modalidades de tratamento) e os custos médicos indiretos (numerosas auséncias do

trabalho ou da escola, redugéo da produtividade e do desempenho escolar)®%.

Importante destacar a importancia do estado nutricional infantii na fungdo
imunoldgica. As criangas desnutridas tém um risco aumentado de adoecer e morrer
por doengas infecciosas, e estima-se que a desnutricdo seja a causa subjacente de
45% das mortes globais em criancas com menos de 5 anos de idade®. A
associacao entre desnutricdo e infeccfes deve-se, principalmente, a uma relacao de
causalidade bidirecional, na qual a desnutricdio compromete as defesas

imunoldgicas do hospedeiro facilitando a instalacdo de processos infecciosos,
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enquanto as infec¢cdes agravam a desnutricdo por diminuir o apetite, induzir ao

catabolismo e aumentar a demanda de nutrientes®’.

Diante da grande vulnerabilidade infantil decorrente de imaturidade imunoldgica, o
qgue implica em elevadas prevaléncias de infeccdes e doencas alérgicas em
menores de 5 anos, e considerando as demandas nutricionais aumentadas
necessarias para garantir a expressao plena de seu potencial genético, destaca-se a
nutricdo infantil adequada como imprescindivel para assegurar um crescimento e
desenvolvimento adequados. Criancas menores de 5 anos necessitam, mais do que
gualquer outro grupo da populacdo, de boas condi¢des de vida e bem-estar para a

prevencdo e promoc¢do da saude.

3.2 A importancia da nutricdo para o crescimento, desenvolvimento e maturacéo do

sistema imunolégico infantil

As criancas representam um grupo de grande vulnerabilidade devido ao crescimento
rapido e & imaturidade fisiolégica e imunolégica®, com a nutricdo adequada nos
primeiros anos de vida assumindo papel fundamental para o crescimento e o
desenvolvimento saudaveis. Inadequacdes no consumo de nutrientes podem
comprometer o estado nutricional, com consequente prejuizo & funcdo imune.
Criancas desnutridas apresentam alteragcBes na defesa imunoldgica, tornando-as

mais susceptiveis as infecgdes, instalando-se, assim, um circulo vicioso®’.

As deficiéncias de nutrientes séo fatores de risco a salde e sobrevivéncia de grupos
vulneraveis, em especial os pré-escolares, sendo, em geral, causadas pela ingestao
dietética insuficiente. Em um contexto geral, os micronutrientes sdo indispensaveis a
promocdo do crescimento fisico, & maturagdo sexual, ao desenvolvimento
neuromotor e a integridade e funcionamento do sistema imune. Assim, o completo
potencial genético de uma crianca para o crescimento fisico e o desenvolvimento
mental pode ser comprometido devido a deficiéncias subclinicas de

micronutrientes™.

Paises de renda média tém experimentado um rapido declinio da desnutricio com

um concomitante aumento do excesso de peso da populagdo, processo esse
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conhecido por transicdo nutricional™. A partir da comparacdo de dois inquéritos

probabilisticos de abrangéncia nacional (1996 e 2006/7), Monteiro et al*
evidenciaram reducéo de cerca de 50% na prevaléncia da desnutricdo infantil no
Brasil. Esse processo de transicdo vem sendo atribuido ao aumento da ingestédo
caldrica diaria através do consumo aumentado de alimentos ultraprocessados, com
altos teores de gorduras, sodio e aclucar e com baixo teor de micronutrientes,
associado a reducéo consideravel no consumo de carboidratos complexos, frutas,
verduras e legumes. O consumo médio de frutas e hortalicas ainda é metade do
valor recomendado pelo Guia Alimentar para a populacdo brasileira. Esse fato gera
um quadro de excesso calérico por conta da elevada ingestdo de macronutrientes,

porém com ingest&o insuficiente de micronutrientes.

Embora déficit de peso esteja se tornando menos prevalente, outras formas de
desnutricdo ainda coexistem em criancas de peso normal e com obesidade®. A
deficiéncia de micronutrientes € a forma mais prevalente de subnutricdo em todo o
mundo®. De acordo com a Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FAO)*, cerca de 800 milhdes de pessoas permanecem cronicamente
subnutridas e mais de 2 bilh6es sofrem de deficiéncias de micronutrientes.

No estudo de Jardim-Botelho et al*’, as frequéncias de deficiéncias de
micronutrientes encontradas em criancas de baixa renda no Brasil foram maiores do
que as taxas nacionais* e independentes dos escores Z de peso-para-estatura.
Nesse estudo, quase todas as criangas (97%) tiveram no minimo deficiéncia de um
micronutriente: 67% apresentaram anemia; 58% deficiéncia de zinco e 91%

deficiéncia de selénio.

Estudos sobre consumo alimentar com criangas matriculadas em creches de
diferentes regibes do pais tém mostrado baixa ingestdo dietética de alguns
nutrientes como célcio, ferro, zinco, vitamina A, fibras e energia*. Adverte-se, assim,
a probabilidade de caréncias nutricionais nas criancas institucionalizadas,
considerando a influéncia da composi¢cdo da dieta infantil no estado nutricional.
Bueno et al*’, ao avaliarem a prevaléncia de risco nutricional entre 3058 criancas de
2 a 6 anos, matriculadas em escolas publicas e privadas de nove cidades brasileiras,

identificaram que mesmo as criangas com 0s niveis socioeconémicos mais elevados
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apresentavam ingestéo inadequada de fibras (prevaléncia de inadequacéo em torno
de 22%) e micronutrientes, incluindo calcio (aproximadamente 45%) e vitaminas D
(mais de 90%) e E (15 a 29%).

Uma revisado sistematica concluiu que criangas menores de 5 anos, aparentemente
bem nutridas, de paises desenvolvidos, tém uma alimentacdo inadequada para

atender as recomendacdes, colocando-as em risco nutricional®.

As doencas carenciais aumentam a suscetibilidade infantil a diarreias e infeccdes,
além de poder comprometer a maturacdo do sistema nervoso, visual, mental e

intelectual®®

. A ingestdo inadequada de alguns nutrientes pode estar associada a
diferentes prejuizos na capacidade normal de defesa celular e/ou humoral, bem

como na predisposicdo & doengas alérgicas®.

A presenca de radicais livres parece ter papel relevante no desenvolvimento de
doencas relacionadas ao sistema imunoldgico, por induzir reacdes de oxidacao
capazes de lesar as estruturas dos sistemas biolégicos. Esse estresse oxidativo
pode resultar do excesso na producdo oxidante ou da deplecdo das defesas
antioxidantes. Tais defesas sao constituidas por AGPICL, substancias hidrossollveis
e enzimas, e derivam principalmente da dieta, como no caso das vitaminas E, C,
carotendides, e dos elementos-tragco zinco, cobre e selénio. Outros componentes
importantes da defesa antioxidante séo as enzimas, cuja a¢do normalmente esta
vinculada a um micronutriente: superéxido-dismutase (dependente de cobre, zinco e
manganés), glutationa peroxidase (dependente de selénio) e catalase. Além de
suprimirem o componente inflamatorio, os antioxidantes podem estimular a resposta
imunologica celular, ocorrendo o inverso quando as defesas antioxidantes estéo

diminuidas®..

Apesar de ndo haver evidéncias claras sobre os beneficios de uma dieta rica em
antioxidantes sobre a prevencao de alergias, existem indicios de seu potencial papel
protetor. Em um momento em que as doencas alérgicas vém ocupando um papel de
crescente destaque global, a orientagdo de uma dieta balanceada e equilibrada em
macro e micronutrientes poderd ser medida preventiva adicional a outras ja bem

estabelecidas®. Vale ressaltar que as deficiencias de nutrientes modulam



mecanismos epigenéticos chaves que aumentam o risco de doencas cronicas no

futuro®2.

O Brasil situa-se entre os paises de maior prevaléncia em deficiéncias nutricionais,
sendo a regido Nordeste a mais pobre do pais e onde as criancas pequenas que
vivem em favelas urbanas de baixa renda estdo em maior risco de deficiéncias de
micronutrientes e morbidade®*®°. As deficiéncias de ferro e vitamina A sdo as
caréncias mais observadas no Brasil e representam um problema de salde
publica®. Dados da Pesquisa Nacional de Demografia e Satde (PNDS), feita em
2006, apresentam prevaléncia de anemia de 20,9% e niveis inadequados de

vitamina A de 17,4% em criangas menores de cinco anos™.

Segundo revisdo sistematica® realizada em 2015, o consumo alimentar de criancas
brasileiras € marcado por elevadas prevaléncias de inadequag¢do no consumo de
micronutrientes, sobretudo ferro, vitamina A e zinco. A prevaléncia de inadequacao
variou de 0,4% a 65% para o ferro, de 20% a 59,5% para a vitamina A, de 20% a
99,4% para o zinco, de 12,6% a 48,9% para o célcio e de 9,6% a 96,6% para a
vitamina C. Esses dados revelam a baixa qualidade da dieta dessas crian¢as que,
embora tenham aporte energético até acima das recomendacfes, apresentam
caréncias nutricionais expressivas em termos de micronutrientes, sendo por isso
necessaria a suplementacédo de alimentos habitualmente consumidos com nutrientes

relevantes ao crescimento e desenvolvimento do sistema imunoldgico.

Durante os primeiros cinco anos de vida, as criancas tém altas exigéncias de macro
€ micronutrientes para apoiar o seu rapido crescimento e desenvolvimento de
orgaos, incluindo o cérebro. A OMS, a Academia Americana de Pediatria (AAP) e a
Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP) sdo un&nimes na indicagdo do aleitamento
materno exclusivo até os seis meses de idade, sendo importante a sua continuacéo
com complementacdo de outros alimentos nutricionalmente adequados e seguros

até os dois anos ou mais®"°.

A idade de 12-36 meses é considerada de maior risco de inadequac¢des nutricionais,

por ser um periodo de transicdo do aleitamento materno complementado ao



consumo regular de uma variedade de alimentos familiares. As criancas de todo o
mundo, especialmente as dos paises em desenvolvimento, bem como as dos grupos
desfavorecidos em todos os paises, tendem a desenvolver deficiéncias nutricionais e
comprometimento de crescimento devido a quantidades inadequadas e/ou ma
gualidade da alimentacdo complementar e familiar, frequentemente agravada pelas

taxas elevadas de infeccao®.

Quando as criangcas ndo atingem uma ingestdo adequada de nutrientes através de
alimentos normais, os alimentos enriquecidos e o0s suplementos nutricionais,
incluindo as férmulas infantis, devem ser considerados como complemento dos
alimentos disponiveis localmente para satisfazer os requisitos nutricionais®. O uso
do leite de vaca integral a partir de 1 ano vem sendo desencorajado ja que essa
pratica agrega riscos nutricionais associados ao consumo excessivo de proteinas e
sédio, além de caréncia de diversos micronutrientes, como AGPICL (DHA e ARA),

vitamina A, ferro e zinco®.

As férmulas para criancas de 1-3 anos foram introduzidas no mercado e vem sendo
usadas em muitos paises h& aproximadamente 2 décadas®. S&o bebidas & base de
leite de vaca suplementadas com vitaminas e minerais, desenvolvidas para atender
as necessidades nutricionais dessa faixa etaria. Contudo, ndo existem defini¢cBes e
requisitos de composicao internacionalmente acordados para as formulas dessa

faixa etaria®*.

Um estudo realizado na Franga com criancas de 1 a 2 anos mostrou que o uso de
um composto lacteo (bebida a base de leite de vaca) reduziu significativamente o
risco de deficiéncias de acido a-linolénico, ferro, vitamina C e vitamina D, que foram
associados com o consumo de leite de vaca integral®. Walton et al®® reforca que a
principal vantagem do consumo de compostos lacteos estd em reduzir o risco de
inadequac6tes de ferro e vitamina D, dois nutrientes frequentemente deficientes nas

dietas de criancas jovens em consumo de leite de vaca néo fortificado.

Nos dltimos 20 anos, pesquisas na area de nutricdo tém focado no papel de
compostos nutritivos ou ndo nutritivos na reducdo de risco e prevencdo de

doencas®®. Alguns alimentos ou ingredientes possuem substancias biologicamente



ativas que produzem efeitos benéficos adicionais a salde, que vdo além de suas
funcBes nutricionais basicas, sendo estes chamados alimentos funcionais.
Caracterizam-se por desempenhar um papel importante na reducdo do risco de
diversas doencas®’. Dentre os compostos bioativos que vem se destacando nos
ultimos anos nas pesquisas clinicas por sua agao sobre a fungdo imune e sobre o

metabolismo est&o os prebiéticos, o DHA e o B-glucano®.

Segundo a Academia de Nutricio e Dietética®, todos os alimentos sao
essencialmente funcionais em algum nivel, por fornecerem energia e nutrientes
necessarios a manutencdo da vida. Contudo, para um alimento ser classificado
como funcional, a investigacdo cientifica deve estabelecer efetivamente a
biodisponibilidade e eficacia destes compostos em niveis que sao fisiologicamente

alcancéveis sob padrdes dietéticos tipicos.

Além dos beneficios associados a ingestdo de uma dieta equilibrada, com macro e
micronutrientes em quantidades adequadas as altas exigéncias nutricionais diérias
infantis, a nutricdo também tem se destacado por sua influéncia sobre a composicéo

da microbiota intestinal e modulagéo do sistema imune®.

3.3 O papel da microbiota na homeostase imunolégica

A microbiota gastrointestinal desempenha um papel crucial na satde e na doenga do
hospedeiro através do seu impacto sobre a nutricdo, patogénese e imunologia’.
Esta comunidade microbiana regula algumas fun¢des metabdlicas e fisiologicas
importantes do hospedeiro, e dirige a maturagdo do sistema imune na infancia,
contribuindo para a manutencdo de sua homeostase durante a vida’*"%. Grandes
progressos tém sido feitos com respeito a analise da composicdo e func¢des da
microbiota humana, e um “desbalan¢o” na sua composicao (disbiose) tem sido

associado a diferentes doencas nos ultimos anos’.

O trato gastrointestinal (TGI) € o maior 6rgdo do sistema imune. Ele possui
aproximadamente 65% dos tecidos imunoldgicos e 80% dos tecidos produtores de
imunoglobulina do corpo™. O desenvolvimento normal e a funcionalidade do TGl

humano dependem criticamente da presenca de uma microbiota gastrointestinal



complexa, uma vez que estes microorganismos realizam numerosas funcdes

metabolicas, de promocéo do crescimento e de protecéo’™.

O TGI maduro contém uma enorme quantidade e variedade de bactérias aerébias e
anaerobias que interagem entre si em um ecossistema complexo, desempenhando

I”°. O ntmero de células

um papel critico na promocédo e protecdo da saude infanti
microbianas dentro do limen intestinal é cerca de 10 vezes maior do que o humero
de células eucaridticas no corpo humano e a microbiota intestinal tem uma rica flora

de mais de 500 espécies de bactérias diferentes’®.

A complexa microbiota intestinal presente em seres humanos varia em numero e
composicdo ao longo do intestino e esta variabilidade é em grande parte devido a
diferentes condi¢Bes fisico-quimicas (pH, tempo de transito, disponibilidade de
nutrientes) nas diferentes regides intestinais’’. O intestino grosso é um dos 6rgéos
mais diversamente colonizado e metabolicamente ativo no organismo humano. Nele,
as populagbes microbianas compreendem aproximadamente 10*'-10'? unidades
formadoras de colénia (UFC) por grama de conteido’®. O ambiente do célon é
favoravel para o crescimento de bactérias, uma vez que tem um tempo de transito
lento, nutrientes disponiveis e um pH favoravel. A maioria dos microbios no intestino
grosso é anaerdbio estrito e dentre os géneros comumente encontrados estdo
bacteroides, eubactérias, fusobactérias, bifidobactérias, peptostreptococcus,

clostridios, lactobacilos e estreptococos’®.

A microbiota intestinal é cada vez mais considerada como um 6érgdo humano
funcional, desenvolvendo fungdes proprias e vitais para a sadde do hospedeiro,
como regulacdo e manutencdo da funcdo de barreira intestinal, angiogénese,
protecdo contra infeccdes, processamento de componentes alimentares, regulacéo
do metabolismo humano, maturacdo do sistema imunoldgico e desenvolvimento de

tolerancia oral®®®!,

Quanto a morfologia intestinal, a microbiota promove mudancas substanciais,
incluindo a arquitetura das vilosidades, a profundidade das criptas, proliferacdo
celular, densidade de vasos sanguineos, propriedades da camada de muco e

maturacdo dos tecidos linféides associados a mucosas. Em ratos livres de germes,



as vilosidades no intestino delgado distal sdo mais longas e mais finas e tem uma
rede vascular menos complexa do que as Vvilosidades dos animais
convencionalmente colonizados®. Na auséncia de bactérias, criptas intestinais séo
menos profundas e contém menos células estaminais proliferadas. Além disso, os
animais livres de germes mostram reduzida espessura de muco com propriedades

alteradas®.

A microbiota exerce muitos papéis no desenvolvimento do sistema imune intestinal,
como modulacdo das estruturas de camada e linféides da mucosa intestinal,
diferenciacdo de células imunoldgicas e producdo de mediadores imunes®?. Sob
condi¢Bes isentas de germes observa-se poucos foliculos linféides isolados e placas
de Peyer e nbédulos linfaticos mesentéricos imaturos, além de niveis de
imunoglobulina A (IgA) e peptideos antimicrobianos mais baixos do que nos animais
colonizados por bactérias®®®. Além disso, a microbiota protege contra patégenos
por competir por nutrientes e receptores, através da producdo de compostos
antimicrobianos e pela estimulagdo de um processo de sinalizagdo de células

multiplas que pode limitar a liberac&o de fatores de viruléncia®*.

Altera¢cBes desfavoraveis na composi¢cdo da microbiota intestinal, referidas como
disbiose, podem estar associadas a varias condi¢fes clinicas, tais como enterocolite
necrotizante em recém-nascidos prematuros, doenga inflamatdria intestinal,
obesidade, doencgas autoimunes, alergias, asma e susceptibilidade & infecgdes’.
Devido a associacdo entre disbiose e doencas, surge 0 conceito emergente

"programacdo microbiana", que é analogo a, ou mesmo um componente de,

"programag&o metabélica"®.

Acredita-se hoje que o aparecimento de véarias doencas pode estar relacionado com
a interferéncia de alguns fatores sobre o desenvolvimento inicial do sistema de
defesa da mucosa intestinal®®. Existe forte evidéncia de que a interrupcdo do
processo de colonizagdo normal pode conduzir a alteracdes na importante relacéo

simbidtica que é necessaria para a homeostase imune®.

A associacdo do microbioma as doencas autoimunes tem sido explicada pela

“hipoétese da higiene”, que sugere que a auséncia de um microbioma robusto resulta



em defeitos no desenvolvimento e regulacdo do sistema imunonégico, resultando
em uma falta de tolerancia imune®’. A "hipétese da higiene" teoriza que a falta de
exposicao a microrganismos externos e infeccdo na infancia inibe o desenvolvimento
imunolégico natural e predispde a doencas cronicas na vida adulta®. Mais
recentemente, esta teoria foi ampliada para abranger a "hipotese da microflora”,
colocando énfase na alteracdo da microbiota intestinal comensal durante a infancia
como uma causa potencial de desregulacéo imune e doenca alérgica®®. Evidéncias
epidemioldgicas apoiando este conceito tém mostrado que criancas com maior
exposicdo microbiana no inicio da vida, através de ambientes agricolas, animais de
estimacao, irmaos mais velhos e creches, ttm um menor risco de desenvolver asma,

rinoconjuntivite e dermatite atépica® .

Exposicdo natural & microbiota materna
através de parto vaginal e amamentacdo também foi associada a uma menor

incidéncia de condigdes alérgicas™.

Alguns estudos demonstram uma relagéo entre a microbiota intestinal do inicio da
vida e o desenvolvimento da alergia®™*®*. Criancas que desenvolvem alergia s&o,
comparadas aquelas que permanecem ndo-alérgicas, ndo tdo frequentemente
colonizadas com bifidobactérias e enterococos, apresentando microbiota com
predominancia de clostridium, incluindo Clostridium difficile, no inicio da vida®*°*.
Investigadores finlandeses relataram, com base nos resultados de estudos
baseados em cultura envolvendo alguns lactentes, que criancas saudaveis foram
mais propensas a abrigar bifidobactérias do que criancas com alergia®®*°. Segundo
Sjogren et al”’, as criangcas que desenvolvem alergia durante os cinco primeiros
anos foram ja durante a primeira semana de vida menos frequentemente
colonizadas com lactobacilos, em comparacdo com criancas que nao
desenvolveram alergia. Entretanto, nem todos os estudos demonstram uma relacéo

entre a microbiota intestinal precoce e desenvolvimento de alergia®®.

A composi¢do da microbiota intestinal tem sido associada ao desenvolvimento de
alergias por promover processos potencialmente anti-alérgicos: imunidade tipo Thi;
geracdo de fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-R), que tem um papel
essencial na supressdo da inflamacdo alérgica induzida por Th2 e inducdo de
tolerancia oral; e producéo de IgA, um componente essencial da defesa imune da

mucosa®.



Até pouco tempo atras se acreditava que o TGI do feto fosse estéril, e que a primeira
inoculacéo do tubo digestivo fetal ocorresse no momento do nascimento, a partir da
microbiota intestinal e vaginal materna. Entretanto, pesquisas tém identificado a
presenca de micrébios na placenta humana saudavel, no corddo umbilical e no

mec6nio, sugerindo uma possivel colonizagdo do intestino humano ainda in utero'®.

Apbs o nascimento, o processo de colonizacao intestinal subsequente é influenciado
pela genética do hospedeiro e por varios fatores ambientais, incluindo o tipo de
parto, idade gestacional, hospitalizacdo, uso de antibiotico, condi¢cdes sanitarias e
tipo de alimentag&o'®. Vale ressaltar que a infancia é um periodo critico para a
colonizacdo microbiana do intestino, determinando a composicdo da microbiota
intestinal do adulto. Dentre os fatores que influenciam o estabelecimento da

microbiota intestinal infantil, a dieta é um dos mais importantes'®.

A dieta tem uma influéncia particularmente crucial sobre a composi¢éo de bactérias
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intestinais, especialmente nos primeiros meses de vida A amamentacdo é

considerada a melhor forma de alimentagdo, estando presentes no leite materno

agentes que influenciam a composicdo da microbiota fecal'®

e a maturacdo do
sistema imunolégico'®. Dentre os compostos bioativos presentes no leite humano
(LH) estdo células imunoldgicas, agentes anti-infecciosos e anti-inflamatérios,

fatores de crescimento e oligossacarideos®.

Os oligossacarideos nao digeriveis (OND) do LH funcionam como prebiéticos, por
estimularem 0 crescimento de bifidobactérias e lactobacilos,
_desse modo alterando seletivamente a composicédo microbiana do intestino’®. Ha
um corpo crescente de evidéncias epidemiolégicas mostrando as diferencas
significativas na composicdo da microbiota intestinal entre amamentados e

106-108 | actentes amamentados desenvolvem uma

alimentados com férmula
microbiota com predominéncia de bifidobactérias e lactobacilos (80-90%), enquanto
em lactentes em aleitamento artificial predominam os enterococos, bacteréides e
clostridios’®.  Bifidobactérias s&o consideradas bactérias comensais benéficas,
porque ajudam a manter a superficie mucosa saudavel no TGl e tem a capacidade

de inibir bactérias patogénicas™°.



N

Vale ressaltar que o potencial bifidogénico do LH esta associado ndo apenas a
presenca de oligossacarideos, mas também ao seu contetdo protéico apropriado, a
presenca de lactoferrina, a maior quantidade de a-lactoalbumina, ao baixo contetdo

de fosfatos, & presenca de lactose e aos nucleotideos™*'.

Estudos recentes tém demonstrado que o LH, longe de ser um liquido estéril,
constitui uma excelente e continua fonte de bactérias comensais para o intestino
infantil**#*3, Mais de 700 espécies de bactérias foram identificadas no colostro e
leite maduro humano, incluindo varias espécies de bactérias lacticas, assim como
espécies normalmente colonizadoras da cavidade oral de lactentes***. A microbiota
do LH é constituida por bactérias comensais dos grupos Staphylococci, Streptococci,
Corynebacteria, Lactobacilli, Propionibacteria e Bifidobacteria, que séo
frequentemente encontradas no mamilo, aréola e tecidos subjacentes, bem como
nos ductos lactiferos que foram colonizados*®. Martin et al''®, encontraram grande
similaridade entre as bifidobactérias isoladas nas amostras de LH e aquelas
encontradas nas fezes dos respectivos bebés alimentados, sugerindo a capacidade
de transmissdo desses microorganismos para o intestino infantil através da

amamentacéo.

Portanto, a nutricao ideal durante a infancia € fundamental ndo s6 para assegurar 0
crescimento e desenvolvimento adequados, mas também para o estabelecimento de
uma resposta imunoldgica saudavel durante a infancia e em todo o ciclo de vida. Ha
evidéncia cada vez mais crescente de que a microbiota ndo atinge sua composi¢éo

de adulto até 2-3 anos de idade'’

e que esta pode rapidamente responder as
alteracdes dietéticas. O consumo de uma dieta balanceada resulta em uma
microbiota diversa e equilibrada, com consequéncias significativas para a salde do
118,119

individuo Dentre os fatores ambientais, a dieta parece ser o fator mais

importante na colonizacao intestinal.

O papel essencial da microbiota intestinal para a salde tem gerado grande interesse
cientifico, médico e comercial na modulacdo de sua composicdo e funcéo
metabdlica, a fim de produzir estratégias de modulacdo adequadas e benéficas para
o0 hospedeiro. Atualmente os prebidticos assumem um papel de destaque nas
interacdes hospedeiro-microbioma-dieta. Com base em avangos recentes, a



modulacdo da microbiota intestinal com prebidticos tem sido sugerida como um
tratamento, ou para a prevencao, de desordens diferentes, tais como sindrome do

intestino irritavel, diarreia infecciosa, doenca alérgica e enterocolite necrotizante®.

3.4 Prebidticos

Os prebiodticos sé@o carboidratos ndo digeriveis que provocam mudangcas na
formacédo e/ou atividade da microbiota gastrointestinal, estimulando seletivamente a
proliferacdo e funcBes de bactérias ndo patogénicas no célon, oferecendo, assim,

beneficios sobre a satide do hospedeiro™*.

O éxito dos prebidticos depende essencialmente de sua resisténcia as enzimas
salivares, pancreaticas e ao acido estomacal, possibilitando atingir o intestino grosso
intacto, lugar onde ocorrerd a sua fermentacdo e digestdo, por bactérias

benéficas'??.

Componentes dietéticos muito comumente investigados como potenciais prebioticos
sdo os carboidratos ndo digeriveis, primariamente oligossacarideos, consistindo de 2
a 20 unidades de monossacarideos'?®. Oligossacarideos dietéticos ocorrem
naturalmente em varios alimentos, como alho-poré, aspargo, chicéria, alcachofra,
alho, cebola, trigo e aveia, bem como a soja. No entanto, a ingestéo total destas
fontes dentro de uma dieta do tipo ocidental é pequena. Uma forma eficaz para
atingir uma ingestdo capaz de promover a saude é a fortificacdo de alimentos
consumidos com mais frequéncia com a adicdo de ingredientes prebidticos'®. Os
prebidticos sdo, assim, uma sub-categoria de ingredientes funcionais alimentares e
pode ser adicionada a muitos alimentos, incluindo iogurtes, cereais, paes, bolachas,

sobremesas de leite e bebidas.

Entre os ingredientes alimentares ndo digeriveis estudados por seu potencial
prebidtico, estdo frutooligossacarideos (FOS), inulina e galactooligossacarideos
(GOS), sendo estes amplamente apoiados por muitos ensaios em humanos'®.

Estudos sugerem que a polidextrose (PDX) também tem potencial prebiético'?°*?’.



Os GOS representam 90% das misturas hoje utilizadas nas férmulas infantis de
prebidticos. Sdo encontrados na natureza no grdo de soja e sdo sintetizados
industrialmente a partir da lactose'®®. PDX é usado amplamente em varios setores
da inddstria alimenticia e tem sido objeto de muitos estudos, devido a sua
versatilidade e multifuncionalidade. Além de ser um excelente ingrediente, foi
aprovado para utilizagdo em alimentos em 60 paises e é reconhecido como uma
fibra dietética em mais de 20 paises'?®. Tem sido demonstrado que a ingest&o diaria

de 4 a 12 g de PDX melhora as funcdes fisiolégicas, sem efeitos adversos™?’.

Uma importante fonte natural de OND é o LH, com quantidades satisfatoérias,
variedade e complexidade de estruturas capazes de proporcionar inimeros
beneficios a satide dos lactentes’®. Por conta disso, sua composicdo tem sido

utilizada como modelo para a suplementacéo de formulas infantis.

O LH contém cerca de 8% dos carboidratos totais como oligossacarideos™° e niveis

elevados de mais de 200 estruturas de OND®!

, 80 passo que estas estruturas sao
praticamente ausentes do leite de vaca (< 0,08 g/L)**?. Oligossacarideos sdo o
terceiro maior componente do LH, apés lactose e lipidios, variando em concentragdo
de 5 a 10 g/L no leite™®. Sem suplementacéo, oligossacarideos s&o quase ausentes
em férmulas infantis & base de leite de vaca. Acredita-se que a diferenca de OND
entre LH e formula infantil seja uma das principais razbes para as diferengas
observadas na microbiota intestinal entre lactentes que recebem estes dois tipos de

alimentacao.

Na tentativa de mimetizar os diversos beneficios a salide associados aos OND do
LH, diferentes oligossacarideos prebidticos tém sido adicionados a férmula infantil:
GOS, FOS, PDX, inulina, lactulose e misturas destes'®*. Os efeitos desses variados
prebidticos sobre o crescimento infantil, microbiota gastrointestinal, caracteristica
das fezes, tolerancia gastrointestinal e biomarcadores de funcdo imune tém sido
avaliados em muitos estudos, sendo testadas diferentes doses e por periodos de
intervencdo variados, o que dificulta o alcance de conclusGes mais precisas e

recomendacdes de uso.



Embora a complexa composicdo de oligossacarideos do LH ndo possa ser ainda
mimetizada, misturas especificas tém sido desenvolvidas na tentativa de assemelhar
ao maximo o prebiotico adicionado aos alimentos a composicdo dos presentes no
LH. Os prebiéticos comercialmente disponiveis para inclusdo em férmulas infantis

sé&o limitados em variedade e sd0 muito mais simples em estrutura'®.

Os prebioticos fornecem apoio ao sistema imunologico através da estimulacdo das
bactérias intestinais benéficas. OND atingem o célon intactos e séo utilizados por
bactérias colénicas da microbiota intestinal como substrato para o seu
crescimento™®. Como as bactérias no célon tém uma preferéncia por determinados
tipos de substratos, o fornecimento de um tipo especifico de oligossacarideo
resultara na fermentagdo seletiva por bactérias intestinais, que podem alterar a
composi¢cdo da microbiota intestinal. Neste caso, a fermentacdo de carboidratos ndo
digeriveis do LH estd associada com o crescimento seletivo das espécies de

lactobacilos e bifidobacterias®>*%.

Um TGI colonizado por bifidobactérias e lactobacilos tem sido associado ao aumento
da imunidade do lactente de varias maneiras, devido & sua interagdo com as células
epiteliais intestinais, as quais estimulam o sistema imunoldgico™’, por melhorar a
funcdo da barreira intestinal, aumentando o numero de bactérias benéficas e
consequentemente competindo com as bactérias patogénicas'®’, e por promover a

maturac&o do sistema imunolégico precoce’®,

A colonizacdo por bifidobactérias e lactobacilos pode inibir o crescimento de
microorganismos patogénicos através da produgdo de acido latico, acético e outros
acidos orgéanicos, com uma consequente diminui¢do no pH intraluminal que inibe o
crescimento de alguns patégenos bacterianos. Além disso, bifidobactérias e
lactobacilos competem com bactérias potencialmente patogénicas por nutrientes e

por sitios de ades&o no epitélio intestinal**®.

Ha evidéncias do efeito bifidogénico dos prebidticos adicionados em férmulas
infantis, sendo capaz de alterar a microbiota gastrintestinal de forma a assemelhéa-la
a de lactentes amamentados?®4%144 Além de estimular o crescimento de bactérias

benéficas como bifidobactérias e lactobacilos, estudos clinicos também tém



mostrado o impacto de uma férmula suplementada com prebiético na reducdo da
presenca de bactérias patogénicas no intestino, como o S. aureus, P. aeruginosa e

C diffici|8103,128,145,146

Entretanto as conclusdes destas investigacdes sobre mudangas no microbioma por
prebidticos sdo ainda conflitantes, uma vez que alguns estudos mostraram pouco ou
nenhum efeito mensuravel**’*°. Esta discrepancia nos resultados pode ser
atribuida a diversos fatores, como diferencas na metodologia laboratorial, na
composicdo da formula infantil, nas populacdes infantis estudadas e em seus
microbiomas intestinais individualizados. De fato, enormes variagcdes na microbiota

150—152, e tais

intestinal foram relatadas em lactentes em uma série de estudos
variagdes muitas vezes excedem os efeitos do tratamento, tornando assim dificil
determinar o real impacto da suplementag&o de prebidticos.

Segundo estudo desenvolvido por Knol et al'®

, populacgBes microbianas intestinais
de lactentes alimentados com LH ou férmula infantil suplementada com prebidtico
apresentaram niveis semelhantes de bifidobactérias, enquanto criancas que
receberam férmula tradicional tiveram cerca de 20% menos bifidobactérias em suas

popula¢cBes microbianas intestinais.

Uma revisdo sistemética de ensaios avaliando o efeito de formulas lacteas
suplementadas com diferentes prebidticos (GOS/FOS, FOS, PDX/GOS/lactulose ou
GOS), em neonatos a termo, mostrou que doses variando de 1,5 a 8,0 g/L parecem
atingir um efeito bifidogénico méaximo com intolerancia minima®*?>. Dos 11 ensaios
clinicos incluidos nesta revisdo sistematica, 09 avaliaram a coloniza¢do fecal com
bifidobactérias e/ou lactobacilos. Seis estudos relataram niveis significativamente
mais elevados de bifidobactérias ap6s a suplementagdo com prebidtico e os 03
restantes ndo encontraram diferencas significativas. Dois dos trés ensaios que
avaliaram a contagem de lactobacilos relataram niveis mais elevados no grupo

suplementado.

Como produtos finais da fermentacao de prebidticos sdo produzidos lactato e acidos
graxos de cadeia curta (AGCCs), dentre eles acetato (60%), propionato (25%) e

butirato (15%). Eles sd@o centrais para a fisiologia e o metabolismo do cdlon,



servindo como uma fonte de energia para a mucosa colbnica, apresentando efeitos
troficos sobre a mucosa intestinal, estimulando o fluxo de sangue e a captacéo de

oxigénio, além de afetar a absorcéo de sédio e agua™:.

Os AGCCs resultantes da fermentagéo dos oligossacarideos também reduzem o pH
do limen intestinal, inibindo o crescimento de microrganismos patogénicos™>*. No
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ensaio clinico conduzido por Holscher et al™>, o pH fecal foi menor em lactentes

amamentados e alimentados com férmula com prebiéticos—_em comparacdo aos

alimentados com férmula infantil padrdo. Em um ensaio clinico™®

comparando o
efeito bifidogénico de 3 produtos prebiéticos comumente usados (GOS a 7,2g/L,
Inulina a 0,8g/L e oligofrutose e inulina a 4g/L), por meio de culturas in vitro de
amostras fecais de lactentes, o produto GOS foi mais bifidogénico e potente na
inibicdo da E. coli, possivelmente devido a maior producdo de 4cidos acético e latico

resultando em um pH de cultura reduzido.

Os AGCCs apresentam importantes ac6es imunorregulatdrias, por afetar aspectos
funcionais de neutrdfilos e interferir com o processo inflamatério. O butirato, AGCC
mais estudado, altera a producéo e liberacdo de citocinas pro- e anti-inflamatérias,
regula o processo de apoptose e diferenciacdo, maturacdo e funcdo de leucécitos,
particularmente dos mondcitos/macrofagos. Esse AGCC inibe a producdo de
citocinas pro-inflamatdrias (TNF-a, IL-6 e IL-12) e 6xido nitrico e aumenta a liberacéo
de IL-10 (citocina com ac¢Bes anti-inflamatérias) por macrofagos. Um dos
mecanismos envolvidos nessas acdes parece ser a inibicdo da ativagdo do fator de

transcricdo nuclear NF-kB*’.

Um beneficio potencial de alimentacdo com PDX, em comparacdo a outros
prebidticos como FOS e inulina, é que ele leva mais tempo para atingir a taxa
maxima de producdo de gas e, portanto, € mais lentamente fermentado, com &cido

lactico sendo um produto primario**8.

A adicdo de prebibticos as férmulas infantis tem sido associada a uma maior
frequéncia e melhor consisténcia das fezes de lactentes em aleitamento artificial,
assemelhando o padrdo de dejecdes ao de lactentes amamentados™?®**9%°_ varios

mecanismos podem explicar esse efeito, dentre eles: a fermentagdo dos prebioticos



gue resulta no aumento da massa microbiana com consequente aumento do teor de

61162 3 subsequente producdo de AGCC resultando em estimulo &

agua fecal
motilidade gastrointestinal, quer por ser usado como fonte de energia para as células
epiteliais do célon, ou por induzir as contracdes fasicas e tdnicas em musculo
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circular e, por ser um tipo especifico de fibra dietética, os prebidticos podem

ligar-se diretamente & agua'®®. Entretanto, atualmente n&o existe evidéncia para o

uso de prebiéticos na constipacao infantil*®®.

Scholtens et al*®®

, em artigo de revisao, reuniu 7 estudos que avaliaram os efeitos de
uma mistura especifica de GOS/FOS (9:1) sobre as caracteristicas das fezes.
Quatro**®17%172 deles consideraram lactentes a termo, com doses de prebi6tico
variando de 4,0 a 8,0 g/L e tempo de intervencdo de 4 a 10 semanas. Diferencas
estatisticamente significantes foram observadas na maioria destes estudos, com 0s
grupos em uso de férmula com prebidticos apresentando maior frequéncia e
consisténcia mais macia de fezes, quando comparados aos grupos com férmula
padrdo, exceto no estudo de Veereman et al*’*. Os estudos com pré-termos**2*73174

mostraram efeitos similares.

Em ensaio clinico com lactentes a termo saudaveis com idade entre 9 e 48 meses,
Ribeiro et al'”® concluiram que o uso de uma férmula de seguimento com adicdo de
uma mistura de PDX/GOS (1:1, 12g/L), por 108 dias, induziu a um padréo de fezes
mais frequentes e mais macias. Nesse estudo, houve consumo médio de 2g de

prebidticos por dia.

Oligossacarideos prebiéticos também estdo associados a modulacdo da atividade
elétrica e do esvaziamento gastrico. Num estudo realizado com lactentes prematuros
em uso de férmula com 8 g/L de GOS/FOS (9:1)'® foi observado um efeito benéfico
da suplementacdo de prebidticos no tempo de esvaziamento géstrico, sendo
sugerido que a producdo de AGCCs no grupo suplementado tenha sido responsével
por um aumento da motilidade gastrointestinal superior e uma taxa de esvaziamento
gastrico aumentada. Resultados semelhantes foram observados no estudo de
Mihatsch et al*’* com um tempo significativamente menor de transito (12h) em
prematuros que tinham recebido uma férmula com GOS/FOS, quando comparadas
com criancas que tinham recebido uma férmula controle (25,6 h) em 14 dias. O



tempo de transito gastrintestinal medido neste estudo no grupo GOS/FOS (9:1) foi
mencionado como estando dentro do intervalo normal do que é observado em

lactentes alimentados com LH.

Considerando a importancia de assegurar o crescimento infantil adequado, diversos
estudos tém mostrado que formulas contendo prebiéticos garantem crescimento
comparavel ao observado em lactentes alimentados com férmula padrdo. Rao et
al™®?, em uma revisdo sistematica de ensaios clinicos avaliando a eficacia e
seguranca da suplementacdo de prebidticos em recém-nascidos a termo,
encontraram que 9 dos 11 estudos incluidos avaliaram o efeito da suplementacéo
com prebidtico sobre o crescimento fisico em varias idades ao longo do primeiro ano
de vida e que nenhum reportou diferengas no crescimento entre os 2 grupos. Uma
metanalise agrupada dos dados de 4 destes ensaios clinicos concluiu que lactentes
no grupo prebiodtico tiveram ganho de peso ligeiramente melhor durante o periodo de
intervencdo comparados aos controles.

Quanto a toler&dncia em relagdo as formulas suplementadas com prebidticos,

diversos estud08141,146,170,177—181

mostraram que a suplementacéo foi bem tolerada e
gue a incidéncia de sintomas, tais como a irritabilidade excessiva, choro,
regurgitacdo e vémitos nao foi diferente entre os dois grupos. Entretanto, no estudo

de Ziegler et al*®?

, onde testou-se uma combinacéo de PDX, GOS e lactulose, a
principal raz8o para descontinuacdo dos participantes foi intolerancia as formulas
testadas (90% dos descontinuados). As razbes mais frequentes para a interrupcéo
do estudo foram gases em excesso (n=21), irritabilidade (n=16), vomitos (n=12) e
diarreia (n=7). Scalabrin et al'®® e Ashley et al'®*, testando uma mistura prebiética de
PDX/GOS, observaram boa tolerancia (sem producdo excessiva de gases ou

eventos adversos), apoiando a seguranca dessa mistura.

A microbiota intestinal, beneficiada pelo uso de prebidticos, pode desempenhar um
papel importante no desenvolvimento do sistema imune adaptativo das criancas,
especialmente no desenvolvimento do sistema imune da mucosa e na producao
endégena de IgAs®®*®°. O aumento da IgAs fecal tem sido associado com exposicéo

a prebiéticos, e pode ser resultante de aumento de secrecéo desta imunoglobulina®®
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ou de reducdo no nimero de clostridios™®’, microorganismos que podem degradar

IgAs no intestino®,

A principal funcdo da IgAs fecal € aglutinar os microorganismos e prevenir a
aderéncia de bactérias patogénicas e virus a superficie da mucosa®®>'°. Outra
funcdo importante dessa imunoglobulina é a manutencdo da homeostase microbiana
intestinal. Estudos em animais demonstraram um aumento substancial em bactérias
anaerobias no intestino delgado de ratos na auséncia de IgAs normal, ao passo que
a normalizacdo da sua producéo resultou huma recuperacdo da composi¢ao regular

da microbiota intestinal*®.

Dessa forma, a composicdo da microbiota intestinal
regula a producédo de IgAs, assim como a IgAs regula a composicdo da microbiota
intestinal para prevenir uma super-estimulacdo do sistema imunol6gico. Ao mesmo
tempo, a presenca continua de bactérias comensais favorece uma estimulacdo

constante do sistema imune sem invocar respostas inflamatorias.

Entretanto, ha controvérsias quanto aos efeitos dos prebidticos sobre a
concentragdo de IgAs fecal em ensaios clinicos realizados: enquanto apds 26
semanas de suplementacdo de prebitticos a concentracdo de IgAs foi 2,7 vezes
maior (P <0,001) no grupo GOS/FOS™ outros estudos ndo observaram qualquer
efeito dos prebidticos sobre esta imunoglobulina'®"%*, No estudo de Scalabrin et
al’®, nenhuma diferenca significante para IgAs foi detectada entre os grupos
PDX/GOS e controle; porém, o grupo de lactentes amamentados apresentou niveis
significativamente mais elevados de IgA em comparagcédo aos demais, em todas as

dosagens.

Além do seu efeito prebidtico relacionado a alterag6es da microbiota, recentemente
foi mostrado que OND agem como receptores do tipo Toll 4, ligando-se tanto a
células epiteliais quanto a monécitos e, assim, hiperregulando a secrecdo de
citocina'®*'%*, Como tal, a modulagdo da inflamacdo pode ser devido aos efeitos
diretos de fibras sobre a imunidade do hospedeiro, processo esse que parece
preceder as alteragbes na microbiota, o que sugere que os oligossacarideos atuam
sistemicamente e estdo, desse modo, modulando a resposta imunitaria de um modo

independente da microbiota.



Véarios marcadores de funcdo imune tém sido usados para medir os efeitos dos
prebidticos sobre a imunidade, incluindo concentracGes de endotoxinas, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), IL 1, IL 10 e IgA; niveis de bactérias patogénicas;
inflamacéo; e incidéncia de infec¢des intestinais. Estudos em animais e in vitro tém
sugerido que a adigdo de carboidratos complexos fermentaveis a dieta pode modular

o tipo e funcdo de células de diferentes regides do tecido linféide associado ao
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intestino , aumentar a producdo de imunoglobulina no intestino delgado e

mucosa do ceco™’ e alterar o perfil de citocinas inflamatérias no plasma e células

198-200

intestinais Entretanto, poucos estudos em criangcas tém avaliado

especificamente o efeito de suplementos prebiéticos sobre marcadores da funcéo

imune, e os estudos existentes séo divergentes quanto aos resultados encontrados.

PDX potencialmente modula o sistema imune intestinal por aumentar as

concentracBes de acido lactico, acido propidnico e de lactobacilos no ileo e diminuir

o pH com alteragdes associadas na expresséo da citocina ileal®™.
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Raes et al“™“, com o objetivo de explorar o efeito de uma férmula lactea infantil com

6g/L de GOS/FOS (9:1) sobre os pardmetros imunes em 215 criancas, néo
identificaram diferencas significantes nos niveis de imunoglobulinas séricas,
subpopulagtes de linfécitos e citocinas ap6s 8 e 26 semanas de intervencdo, em

comparacgdo ao grupo ndo suplementado e ao grupo amamentado.

Diante do exposto, acredita-se que a inclusdo de prebioéticos nas formulas infantis
resulte em uma composi¢cdo da microbiota intestinal com mais bifidobactérias,

menos agentes patogénicos e uma atividade metabdlica semelhante a descrita em

lactentes amamentados®®®, proporcionando efeitos benéficos a salde através da

125,149

regulacdo do sistema imune Alguns estudos tém associado os prebidticos a

180,204 204

reducdo na incidéncia de dermatite atépica , urticaria e sibilancia recorrente“™,

205

diarreia aguda®®® e infecgdes gerais e respiratérias®®*.

O ensaio clinico com suplementacdo didria de 2g de PDX/GOS em criangas
saudaveis de 9 a 48 meses, por 108 dias ndo resultou em diferengas significativas
na incidéncia de doenca diarréica e infeccao respiratoria aguda quando comparados
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ao grupo controle">, o que pode ter sido decorrente de uma dose insuficiente para



promover um efeito detectavel na incidéncia das infec¢cBes investigadas. Resultado

semelhante foi encontrado no ensaio de Sierra et al***

, em que a suplementacédo de
férmula infantii com GOS (4,4g/L) em 365 criangas a termo saudaveis, por no
minimo 10 meses, ndo reduziu a incidéncia de infeccfes ou manifestacdes alérgicas
durante o primeiro ano de vida. Entretanto, a suplementagéo de féormula infantil com
uma maior quantidade de prebiéticos (8 g/L de GOS/FOS) foi associada a protecdo

contra IRA em lactentes nos primeiros 6 meses de vida®.

O uso de prebitticos para a prevencdo e manejo da doencga alérgica € uma area
ativa de pesquisa clinica, porém as evidéncias atuais sao limitadas e conflitantes. No
relatério Cochrane®® incluindo 4 estudos e 1428 lactentes, prebiéticos adicionados &
alimentos infantis preveniram o desenvolvimento de eczema, mas nenhum efeito
sobre outro desfecho alérgico foi identificado. No entanto, ndo est4 determinado se
prebidticos podem ter um efeito sobre outras manifesta¢des alérgicas incluindo a

asma. Sierra el al*®

ndo encontraram diferenca nas manifestacdes alérgicas
(broncoespasmo, dermatite atdpica, alergia alimentar) apds a suplementacdo com
prebidtico de lactentes saudaveis alimentados com férmula ao longo do primeiro ano
de vida. Por conta das divergéncias nos resultados, até o momento, a utilizagdo de

prebiéticos ndo é recomendada para prevencao de alergias'®*?%.

Em experimento in vivo?’ foi observado que a suplementacéo de formula com GOS
resultou em reducgdo dos niveis da IL-33 e da expressdo de seu receptor ST2. A
homeostase da resposta inflamatéria no epitélio intestinal pode ser regulada por
ambos (IL-33 e ST2)?® uma vez que esta citocina parece ser um indicador de
defesa do hospedeiro mediada por Th2 e desempenha um papel importante em
tecidos de barreira da mucosa como o intestino e a superficie das vias aéreas, onde

funciona como um sinal de perigo endégeno em resposta ao dano tecidual®®®.

Ao avaliar o efeito protetor da suplementacéo infantil com uma mistura de GOS/FOS
(8g/L) sobre a incidéncia de alergia além do periodo de intervencgdo, estudo®®
concluiu que as incidéncias cumulativas, ao longo de 5 anos, para qualquer
manifestacdo alérgica e dermatite atdpica, foram significativamente menores no
grupo GOS/FOS, em comparacdo com o grupo placebo. Além disso, a protecédo

durou até os 5 anos de vida, tanto para dermatite atopica quanto para



rinoconjuntivite alérgica. Estudos de acompanhamento a longo prazo, em
populacdes maiores, sdo necessarios para avaliar o efeito preventivo potencial desta
mistura sobre asma.

N

No que tange a alergia alimentar, segundo guideline da Academia Européia de
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nenhuma evidéncia para apoiar o uso de prebioticos para a prevencdo da alergia

alimentar em mulheres gravidas, lactantes ou criancas.

Por conta das incertezas quanto a eficacia dos prebiéticos, as sociedades cientificas

ndo recomendam sua adicdo a formula infantii padrdo para prevencdo de

2 e alergias®®. Ap6s revisdo sistematica das evidéncias publicadas,

infecgdes®
realizada pelo Comité de NutricAo da Sociedade Européia de Gastroenterologia,
Hepatologia e Nutricdo Pediatrica (ESPGHAN), concluiu-se que a administragdo de
férmulas suplementadas com prebi6tico para lactentes saudaveis ndo suscita
preocupacdes de seguranca em relacdo ao crescimento e efeitos adversos, porém,
até o momento, ndo ha dados suficientes para recomendar o uso rotineiro delas®*?.
O Comité considera que a suplementacdo de formula com prebidticos € um
importante campo de pesquisa e que o grande desafio é identificar a dose adequada
de uma mistura de prebiéticos com complexidade estrutural e diversidade que se

assemelhe aos OND do LH.

Além dos prebidticos, outros componentes alimentares tém despertado grande
interesse na comunidade cientifica de nutricho, como o DHA, por ser uma
ferramenta nutricional promissora na modulacdo do sistema imune em diferentes

populacdes.
3.5 Acido Docosahexaendico (DHA)

A importéncia dos lipidios na nutricdo e desenvolvimento humano é reconhecida ha
muitas décadas. Os lipidios desempenham uma variedade de fun¢bes celulares e
sdo a principal forma de armazenamento de energia na maioria dos organismos.
Atuam no transporte de vitaminas lipossolUveis, como precursores de hormdnios e

determinados grupos s&o considerados funcionais®*®. Os principais componentes de



todos os lipidios sdo os acidos graxos (AG), que sdo constituintes estruturais das
membranas celulares, desempenham importante funcdo nos processos metabdlicos

e na producdo de eicosanéides®*.

Os AG sao classificados, de acordo com o numero de duplas ligagGes, em
saturados, monoinsaturados e poliinsaturados?®'®. Os &cidos graxos poliinsaturados
(AGPI) essenciais comp&em uma classe de moléculas que ndo podem ser geradas
pelo organismo, mas que sdo necessdarias ao seu funcionamento. Neste grupo
encontram-se os AGPI com a primeira dupla ligagdo ocorrendo no terceiro ou no
sexto atomo de carbono a partir do carbono metilico terminal, conhecidos por 6mega
3 (w-3) e 6bmega 6 (w-6), respectivamente. A essencialidade destas familias de AG
para os mamiferos, em geral, se da uma vez que o organismo animal carece de
dessaturases, enzimas necessarias para a sintese dos AGPI?*®. Por conta dessa
limitacdo na biossintese, eles devem estar presentes em quantidades suficientes na

alimentacao visando suprir a demanda orgéanica.

O principal representante dos AG da familia w-3 € o acido a-linolénico (18:3;n-3) e
da familia w-6 é o Aacido linoléico (18:2;n-6). O &cido linoléico pode ser encontrado
em abundancia nas sementes de plantas oleaginosas, principalmente nos 6leos de
soja, milho e girassol, enquanto o acido a-linolénico esta presente em quantidades
apreciaveis em plantas e animais marinhos, principalmente algas e peixes de aguas
frias (cavala, sardinha, salmdo, atum, truta), em 6leos de peixes e nos O6leos

vegetais de canola e linhaga®*’.

Os AGPI sdo elementos estruturais necessarios a sintese de lipidios de tecidos, e
tém um papel importante na regulacdo de varios processos metabdlicos, de
transporte e excrecdo. A caréncia de AG essenciais na alimentacdo dos mamiferos
(especialmente do homem) conduz a alteragbes no crescimento, na pele,
imunolégicas, neuroldgicas e sérios transtornos comportamentais®'®. Varios estudos
apontam que sua utilizacdo traz beneficios para a salde humana, prevenindo
enfermidades cardiovasculares, cancer de cdlon, doengas imunolégicas e

favorecendo o desenvolvimento cerebral e da retina?'®.



Os AG linoléico e a-linolénico sdo precursores de AGPI de cadeia maior, os
chamados acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (AGPICL), que possuem
20 ou mais atomos de carbono em sua estrutura. Apés ingestdo, o acido linoléico
pode ser metabolizado em outros acidos da série w-6, tendo destaque o acido
araquidénico (ARA), e o acido a-linolénico é metabolizado em outros da série w-3,
entre eles o acido eicosapentaendico (EPA) e o acido docosahexaendico (DHA).
Este processo metabdlico é mediado pelas enzimas chamadas elongases e

dessaturases?°.

Os AGPICL, assim como os prebiéticos, tém sido alvo crescente de pesquisas por
sua fungéo imunomoduladora®*. S&o funcionalmente os mais importantes AG para
as células imunes. Dentre eles, destacam-se o DHA e o ARA, os quais séo
incorporados em fosfolipidios de todas as membranas celulares onde desempenham
papéis assegurando o ambiente adequado para a funcdo da proteina de membrana,
mantendo a fluidez da membrana, regulando a sinalizagdo celular, expressdo de
genes e funcéo celular, e servindo como substratos para a sintese de mediadores

lipidicos??%.

Além de sua importéncia para o desenvolvimento visual e cognitivo do recém-

nascido®®

, 0s AGPICL tém efeitos bioldgicos importantes na imunomodulagéo e na
resposta inflamatéria??*??®. O EPA e o ARA s&o substratos na biossintese de um
conjunto de mediadores lipidicos bioativos, denominados eicosandides, que, por sua
vez, exercem funcdes de regulacdo e mediacdo das respostas inflamatorias,

constituindo a ligacdo chave entre os AGPICLs e o sistema imune??®.

A familia dos eicosanodides é composta por prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX)
e prostaciclinas (PGI), os quais sdo denominados de prostandides, bem como por

221 Os eicosandides estdo envolvidos na

leucotrienos (LT) e lipoxinas (LX)
modulagédo da intensidade e duracdo da resposta inflamatéria, sdo regulados por
estimulos especificos e diferentes eicosandides tém frequentemente efeitos
opostos?’. E importante frisar que a regulacdo do sistema imunolégico humano
requer controladas respostas pré e anti-inflamatérias para a defesa do hospedeiro

contra infeccdes e estados de doencgas.



Os eicosanodides derivados do ARA pertencem a série par e sdo, na sua
generalidade, potentes agentes proé-inflamatérios (exemplos: PGE2, TXA2, LTB4,
gue produzem citocinas pré-inflamatorias e quimiocinas), enquanto os eicosanéides
derivados do EPA sdo considerados como menos inflamatérios ou mesmo anti-

inflamatérios, quando comparados aos derivados do ARA?*.

Os AG da série w-3 sdo considerados anti-inflamatérios por um leque variado de
acOes tais como: competicdo com o ARA, levando a diminuicdo da producdo de
PGE2, de TXA2 e de LTB4,; aumento de TXA3, um fraco agregador de plaquetas e
vasoconstritor; aumento de PGI3 sem diminuicdo de PGI2, pois ambas séo
vasodilatadoras ativas e inibidoras da agregacao plaquetéria; aumento de LTB5, um
indutor fraco da inflamac&o e um débil agente quimiotatico; e aumento de PGE3, que

diminui a ativagéo de leucécitos polimorfonucleares e é vasodilatador®®.

O equilibrio entre os lipideos da dieta tem como propdsito controlar a resposta
inflamatdria exacerbada, por meio da relagdo entre os tipos de AGPI ingeridos.
Muitas doencas séo resultantes de processos inflamatérios inapropriados ou
excessivos que as iniciam e as acompanham de forma cronica®®®. O alto consumo
de acido linoléico (w-6) favorece o aumento do contetido de ARA nos fosfolipidios
das membranas celulares, aumentando, consequentemente, a producdo de PG E2 e
LT B4, por meio das vias enzimaticas da ciclooxigenase (COX) e 5-lipoxigenase (5-
LOX), respectivamente. Por outro lado, ingestéo de &cido a-linolénico introduz EPA e
DHA nos fosfolipidios das membranas, inibindo o metabolismo do ARA por
competicdo pelas mesmas vias enziméticas, promovendo a formacéo de PGE3, em
vez de PGE2, e LTB5, em vez de LTB4, que sdo mediadores inflamatérios menos
ativos®!. Portanto, ha de se supor que a suplementacdo com EPA e DHA, pode
atenuar os efeitos do processo inflamatoério, a partir da diminuicdo da sintese dos

eicosandides pro-inflamatérios.

Além disso, estudos bioquimicos mostraram que &cidos graxos w-3 DHA e EPA
funcionam como precursores de moléculas bioativas chamadas resolvinas,
protetinas e maresinas, que possuem caracteristicas anti-inflamatérias e
imunomoduladoras®*?*?, As resolvinas regulam a migragdo de neutréfilos, inibem a

geracéo de superéxido, blogueiam a quimiotaxia via IL-8, promovem fagocitose de



neutrofilos por macréfagos (clearence de neutréfilos apoptéticos), promovem a
migracdo de macréfagos contendo zimozan de locais inflamados para os 6rgéos
linfaticos, além de inibirem a inducéo de TNF-a e NF-kB e a liberagéo de IL-6 e IL-2

em células dendriticas.

Embora o DHA ndo seja um substrato para as enzimas COX e LOX, ele inibe a
sintese de eicosandides w-6 por atuar impedindo a liberacdo de ARA da membrana.
Assim, a reducao da producao de eicosandides inflamatérios a partir do DHA e EPA
€ a justificativa do seu uso em determinadas patologias inflamatérias onde seus
mecanismos de acdo seriam similares aos de determinadas drogas anti-

inflamatérias®®.

Adicionalmente aos efeitos sobre a inflamacdo, os AGPI da série w-3 também
alteram a producéo de proteinas inflamatorias, como as quimiocinas, as citocinas, 0s
fatores de crescimento e as proteases da matriz. Estes efeitos podem ser mediados
pela alteracdo da ativacdo de fatores-chave envolvidos na regulagcdo da expresséo
génica inflamatéria, como o NF-kB e o0s receptores ativados por proliferadores de

peroxissoma®*#,

Os AGPICL ajudam no desenvolvimento do sistema imune infantil, atuando também
na producéo de células T?*°. Os AGPI w-3 e w-6 modulam a geracéo de células Thl
e Th2, a producdo de suas citocinas e a proliferacdo de células, podendo atuar,
consequentemente, como moléculas endégenas anti-inflamatérias®®. Estudos
laboratoriais sugerem que AGPICL w-3 podem ter a capacidade de suprimir a

resposta das células Th2 & alérgenos®®.

O LH é uma importante fonte de AG essenciais para o lactente e contém mais de
150 diferentes tipos, dentre os quais w-6, w-3, ARA, DHA e vérios outros, que
correspondem 15 a 20% do total de AG presentes'®. A quantidade de DHA presente
no LH varia entre 0,1 a 1,4% do total de AG, com base no estilo de vida, estado
nutricional e ingestdo alimentar materna®®’. Estudos mostram que popula¢des que
se alimentam de peixe tém concentracdes mais elevadas de DHA no LH do que as
populacdes que ndo consomem alimentos marinhos®®, reforcando a influéncia direta

da qualidade dos lipidios da dieta materna no perfil de AG do LH?°.



Nas Ultimas décadas, evidéncias de estudos observacionais e ensaios clinicos
randomizados tém sugerido que a suplementagao materna com AGPICL da série w-
3 durante a gravidez e lactacdo pode elevar os niveis deste AG no LH*°, nos
descendentes®®, além de levar a mudancas anti-inflamatérias em parametros
imunoloégicos (producgdo de citocinas, libertagcdo do mediador lipidico e populagfes

celulares)®*?

, com reducédo do risco de alergia em criancas. Entretanto, em reviséo
sistematica realizada pela Colaboragéo Cochrane®®, com ensaios clinicos avaliando
o impacto da suplementagdo materna com AGPICL da série w-3 durante a gravidez
e/ou amamentacado na reducéo de doenca alérgica em criangas, concluiu-se que ha
poucas evidéncias para apoiar esta pratica uma vez que poucas diferencas nas
doencas alérgicas infantis foram vistas entre mulheres que foram suplementadas ou

ndo com AGPICL w-3.

Com relacdo aos efeitos da suplementacdo direta de lactentes com AG w-3
dietéticos, estudos epidemioldgicos e observacionais apoiam fortemente a sua

eficacia na prevencdo e melhoria de asma e doencas alérgicas®***°

e na reducdo
da incidéncia de doencas respiratérias®*®?*’ durante a infancia. A introduc&o precoce
de peixe tem sido associada com uma prevaléncia reduzida de eczema®®, rinite

alérgica®*® e broncoespasmo recorrente°

. Intervencdo clinica com suplementos de
6leo de peixe em bebés/criancas de 6 meses a 5 anos de idade mostrou que houve
uma diminuicdo da prevaléncia de sibilos e menor uso de broncodilatador aos 18
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meses de idade”", e reduziu a sensibilizacéo alérgica e prevaléncia da tosse aos 3

anos de idade, mas sem efeitos sobre a prevaléncia de asma?*2.

Segundo o | Consenso da Associacdo Brasileira de Nutrologia sobre
recomendacdes de DHA durante gestacdo, lactacdo e infancia®3 o consumo de
fontes adequadas de DHA no Brasil € extremamente baixo e, apesar da ingestéo de
acido alfa-linolénico ser adequada entre os brasileiros, a taxa de conversdo em DHA
€ baixa (em torno de 0,5%) e niveis adequados desse nutriente ndo sdo atingidos
pela popula¢do. Ademais, criangas muito jovens apresentam uma imaturidade das
enzimas hepaticas que compromete a conversédo de todo o DHA necessario ao seu

desenvolvimento a partir do acido alfa-linolénico.



No Brasil, o Ministério da Saude recomenda o consumo de peixe, no minimo, duas
vezes por semana, porém nao ha diretrizes para o consumo dos AGPICL EPA e
DHA, nem mesmo para gestantes e lactentes®®*. Entretanto, questiona-se a real
efetividade dos peixes como fontes importantes de DHA, uma vez que o aumento do
consumo de pescado pode estar associado a ingestdo aumentada de metais
pesados quando de procedéncia indevida, e uma parte ndo mensuravel dos peixes
consumidos no Brasil é criada em cativeiro e ndo existe regulamentacdo em relacéo

& composicdo em DHA das racdes utilizadas®?.

Considerando a importancia da ingestdo adequada de AGPICL para o
desenvolvimento infantii e as inadequacdes alimentares identificadas nessa
populacdo, ha um crescente movimento no mercado no sentido de enriquecer
alimentos industrializados (como férmula infantis, compostos lacteos e outros
alimentos) diretamente com DHA, tendo como objetivo garantir ingestédo suficiente
essencial & manutencdo de uma vida saudavel. Vale ressaltar que no leite de vaca
h& predominancia de AG saturados (cerca de 70% dos &cidos totais), 25% de AG
monoinsaturados e apenas 5% de AG poliinsaturados®™®, e que o leite materno
apresentando trés a quatro vezes mais AA e DHA que o leite de vaca, sendo este

considerado insuficiente para atender as necessidades do lactente.

Os AGPICL séo ainda considerados ingredientes opcionais para adicdo nas
férmulas infantis, porém, perante as evidéncias dos seus efeitos positivos no

desenvolvimento infantil, ha uma tendéncia mundial em adicionéa-los.

Estudos avaliando a suplementacdo de formulas infantis com AGPICL em
prematuros®® e nascidos a termo®’ sugerem a normalizacdo e melhora da funcéo
imunolégica apos suplementacdo dietética. Criancas que foram alimentadas com
férmula infantil suplementada com AGPICL exibiram populacdes de linfécitos,
producdo de citocinas e maturacdo de células imunes semelhantes aquelas de
criancas amamentadas, sugerindo que a ingestdo dietética de DHA e ARA, quer

através do LH ou férmula infantil, contribui para o desenvolvimento imunolégico.



Diversos ensaios clinicos tém investigado especificamente os efeitos da férmula
infantil suplementada com DHA e/ou ARA sobre a ocorréncia de doencas

245,246,258-260, diarreia8258,259 e alergia8245.

respiratorias
Lapillone et al®® observaram que lactentes alimentados com formula infantil com
AGPICL tiveram uma menor incidéncia e retardo no inicio de doencas respiratorias
(bronquite/bronquiolite, estridor) e sintomas de doencas respiratorias (congestdo
nasal, tosse), bem como de diarreia, ao longo do primeiro ano de vida. Em outro

estudo?*®

, Criancas saudaveis que receberam férmula suplementada com DHA e
ARA também apresentaram uma menor incidéncia de bronquiolite/bronquite durante
o primeiro ano de vida. O enriquecimento de DHA na dieta através do consumo de
leite suplementado com 6leo de peixe reduziu a incidéncia e gravidade de infecgBes
respiratorias e diarreia em escolares tailandeses durante o periodo de 6 meses de

suplementac&o®®.

No estudo de Birch et al**, os lactentes alimentados com férmula suplementada
com DHA e ARA, desde a primeira semana de vida e de forma continuada até 1 ano,
tiveram uma incidéncia reduzida e inicio retardado ndo somente de infeccdes
respiratorias, mas também de doencas alérgicas comuns, em comparacdo com
lactentes alimentados com férmula sem DHA/ARA. Nesse mesmo estudo, 0 grupo
suplementado também teve menos visitas médicas devido a estas doencas ao longo
dos primeiros 3 anos de vida. Juntos, estes estudos suportam o conceito de que
uma fonte dietética de AGPICL da série w-3 pode melhorar a fungdo imunologica em

criancas e, assim, apoiar a resisténcia a doencas.

Considerando as evidéncias de que o aumento da ingestdo de w-6 sobre w-3 pode
ter um impacto sobre os desfechos alérgicos®®!, aumentando a susceptibilidade a
sensibilizacdo alérgica, é importante ndo somente garantir o consumo de
quantidades suficientes de AGPICL, mas também uma relagdo w-6:w-3 dentro do

1?52, em estudo avaliando 22 adolescentes com asma e/ou

recomendado. Yu et a
dermatite alérgica e 23 controles da mesma idade n&o-atdpicos, observou que as
concentragdes de AGPCL w-3 foram reduzidas no soro de alérgicos em comparacao
com o grupo controle. Além disso, a propor¢cdo de w-6/w-3 foi maior no grupo

alérgico.



A razdo w-6/w-3 na dieta das pessoas que viveram no periodo que antecedeu a
industrializacdo variava em torno de 1:1 a 2:1, devido ao consumo abundante de
vegetais e de alimentos de origem marinha contendo acidos graxos w-3. Com a
industrializacdo, ocorreu um aumento progressivo dessa razdo, devido,
principalmente, a producao de Oleos refinados oriundos de espécies oleaginosas
com alto teor de w-6, resultando em dietas com quantidades inadequadas de acidos
graxos w-3. Nas ultimas décadas tem-se determinado, em diversos paises, que a
ingestdo média de acidos graxos resulta em relagdes w-6/w-3 que estdo entre 10:1
a 20:1, ocorrendo registros de até 50:1%!, sendo esse perfil desfavoravel,
especialmente nas situacfes em que existe uma resposta inflamatéria exacerbada.

Torna-se entdo imprescindivel a diminuicao da razdo w-6/w-3 nas dietas modernas.

Diante do exposto, conclui-se que, especialmente durante os 5 primeiros anos de
vida, as criancas devem ter garantida a ingestéo dietética adequada e suficiente de
lipideos da familia wémega-3 a fim de terem produgcdo enddégena de DHA, bem
como devem ser estimuladas a consumir fontes nutricionais diretas de DHA. Apesar
de estabelecida a importadncia do DHA na saude infantil, os requerimentos minimos
ou a ingestdo dietética recomendada desse AGPICL ainda sdo desconhecidos na
infancia. Nos Gltimos anos, um grupo de especialistas, baseados nas evidéncias dos
estudos sobre suplementacdo de DHA, concluiu que as férmulas infantis devem
conter, no minimo, 0,2% do total de lipideos sob a forma de DHA e ndo devem

exceder 0,5%, além de conter os acidos ARA e EPAZ®,
3.6 B-Glucano

B-glucanos (BG) sdo polissacarideos ndo amildceos presentes na estrutura da
parede celular de algas, bactérias, leveduras, fungos e plantas superiores como
alguns cereais (aveia e cevada)®®*. Nas (Ultimas décadas estes polimeros vém
recebendo especial aten¢cdo por sua bioatividade, com efeitos benéficos sobre o

metabolismo e sobre a resposta imune.

Eles compBem um grupo heterogéneo de polissacarideos naturais, que se
diferenciam pelo tipo de ligacédo entre as unidades de glicose da cadeia principal e

pelas ramificagbes que se conectam a essa cadeia. A estrutura quimica dos BG



consiste de uma cadeia linear central de monémeros D-glicose, unidos por ligacdes
B-glicosidicas do tipo B (1-3), com ramificagbes compostas por ligagdes do tipo B (1-
4) ou B (1-6), a depender de sua fonte. BG de diferentes fontes tém diferencas em
suas estruturas e, consequentemente, essas diferencas estruturais tém grandes

implicacdes na sua bioatividade?®*.

Os BG isolados de plantas possuem ramificagbes com liga¢des do tipo B (1-4) e os
provenientes de fungos e leveduras possuem cadeias laterais unidas por ligacdes do
tipo B (1-6)°*, sendo os isolados de leveduras mais implicados na é&rea
imunolégica®®®, enquanto que os isolados de plantas estdo associados a efeitos
metabélicos®®’. Dessa forma, conclui-se que nem todos os BG sdo capazes de

modular as fungdes imunologicas.

A fibra soluvel BG (1—4 e 1—-3) estd associada a beneficios nos parametros
metabolicos. Por sua capacidade de formar um gel viscoso, auxilia no controle de
peso, promove diminuicdo dos picos glicémicos pds-prandiais®®® e melhora o perfil
lipidico sanguineo, pela diminuicdo da absorcdo de gorduras, sais biliares e
colesterol no trato gastrointestinal’®®. A sua atuacdo na prevencéo e tratamento de
hipercolesterolemia e diabetes tém destacado suas propriedades funcionais na
reducdo da incidéncia e prevaléncia de doencas cardiovasculares®®, sendo de
grande valia para a salde da populacdo em geral. A aveia (Avena sativa L.) tem se
destacado como uma importante fonte dietética deste tipo de BG*"*, sendo por isso
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recomendado pela Food and Drug Administration (FDA)“’“ o consumo diario de, no
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minimo, 3 gramas de BG, proveniente de aveia ou cevada, juntamente com uma
dieta com baixos niveis de colesterol e gordura saturada, visando reduzir o risco de

desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

Além de sua importante atuagdo no metabolismo glicidico e lipidico, evidéncias
cumulativas obtidas a partir de modelos animais e estudos em humanos destacam
fortemente o efeito imunoestimulante de BG do tipo 1—6 e 1—-3, com efeito
imunomodulatério em infecgdes de origem bacteriana, viral, flingica e parasitaria®’.
Vale ressaltar que os BG obtidos de fungos, bactérias e leveduras pertencem a uma

classe de substancias conhecidas como modificadores da resposta biolégica, com



atividade imunomodulatéria evidente em ambas as direcbes: positiva

(imunoestimulacdo) e também negativa (imunossupress&o)®’*.

Uma importante fonte de BG (1—6 e 1—3) é a parede celular de Saccharomyces
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cerevisiae“””, também conhecida como levedura de fermentacéo, que é amplamente

empregada nas indastrias de panificacdo, cervejaria e sucroalcoleira. Em S.
cerevisiae, a parede celular representa de 15 a 30% do peso seco total da célula®’,
sendo esta composta por glucano (48-60%), manoproteinas (20-23%), quitina (0,6-

2,7%) e uma pequena porcéo de lipidios®®.

Os BG extraidos da parede celular de S. cerevisiae sdo imunomoduladores potentes
com efeitos sobre a imunidade inata e adaptativa. Esses polissacarideos sao
designados como modificadores da resposta bioldgica, por interagirem com as
células de defesa, tais como macréfagos e linfécitos, estimulando-as a aumentar a
secre¢do de substéncias antimicrobianas e, consequentemente, potencializando a

destruicdo de microorganismos patogénicos?®’’.

O efeito imunoestimulante dos BG esta relacionado & sua interacdo com receptores
especificos presentes em células do sistema imune, como macréfagos, mondcitos,
neutréfilos, células dendriticas, eosindfilos e células natural killer, mas também em

células do epitélio intestinal®’®.

Inimeros receptores estdo relacionados ao
reconhecimento do BG, incluindo dectina-1, receptor do sistema complemento 3
(CR3), lactosilceramida e receptor scavenger. O mecanismo de resposta parece ser

mediado pela combinacéo destes, porém o papel melhor esclarecido é o da dectina-
1279.

A dectina-1 é uma glicoproteina transmembrana tipo Il que, ao se ligar a 3-1,3 e 1,6
glucano, pode iniciar e regular a resposta imune inata?’. Este receptor reconhece
BG encontrados na parede celular bacteriana ou flngica e se expressa
principalmente em células de origem miel6ide, incluindo macréfagos, mondcitos,
células dendriticas e neutréfilos?®. A ligacdo dos BG & detectina-1 induz a uma
cascata de respostas imunes inatas e adaptativas, tais como fagocitose, burst

oxidativo, degranulacdo de neutréfilos e a producdo de mediadores lipidicos da



inflamacdo, citocinas e quimiocinas, considerados mediadores-chave da resposta

imune humoral para uma infecgao?®.

Os BG também induzem & mecanismos antialérgicos, o que abre novas perspectivas

para o tratamento e prevencdo de doencas alérgicas, com base na ativacdo da

resposta Thl e supresséo paralela de reacdes imunolégicas alérgicas, restaurando o
equilibrio Th1/Th2/Th17%82283,

Diversos estudos tém mostrado o efeito dos BG na protecdo contra alergias e
288,289

infecgBes respiratérias em adultos®®*2%’

e criangas . Na populagédo adulta, a
suplementacdo oral com BG (1,3)-(1,6) reduziu em 25% a ocorréncia de episédios
de resfriado comum sintomaticos, durante a estacdo fria, em individuos
saudaveis®®*: melhorou os sintomas alérgicos e a severidade dos sintomas®®;
reduziu a congestdo nasal induzida por rinite alérgica®®; e resultou em mellhora dos
sintomas clinicos de rinoconjuntivite alérgica®®’. Nesses estudos, foram testadas
doses variadas de BG (900mg, 250mg e 500mg, por dia, respectivamente),
suplementadas por via oral, com duragcdo da intervencdo variando de 4 a 16
semanas. Em um dos estudos®’, a suplementacdo com BG oral letiniano, extraido
do cogumelo shiitake, resultou em melhora dos sintomas alérgicos até 6 meses apés

interrupcao do tratamento, sugerindo uma possivel manutengdo do efeito.

Observa-se a existéncia de um menor numero de estudos avaliando os efeitos dos
BG na populagdo pediatrica. Em ensaio clinico®® realizado com suplementacéo oral
de BG pleurano (extraido do Pleurotus ostreatus) em criangas, 36% das
suplementadas ndo sofreu de qualquer infec¢éo respiratéria durante o tratamento,

comparados aos 21% do grupo placebo (p<0,05).



O uso de BG também tem sido associado a mudangcas nos marcadores

imunolégicos. Injecdo subcutanea de BG em criancas asmaticas de 6 a 12 anos
resultou em aumento dos niveis séricos de IL-10 e reducdo dos sintomas de
asma®®. O mesmo efeito foi observado em ratos, em que a administracdo de
curdlan injetdvel (BG derivado de Alcaligenes faecalis) inibiu o recrutamento de
eosindfilos induzido por antigenos e a producéo de citocinas Th2 nas vias aéreas,

além de induzir a producéo de IL-10 por linfécitos T CD4. Em um estudo duplo-cego
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controlado por placebo?®’, pacientes com rinite alérgica tratados com BG extraido de

A

S. cerevisiae durante 12 semanas, em, adicéo ao tratamento anti-alérgico classico,

apresentaram uma diminuicdo significativa das citocinas Th2 (IL-4 e IL-5), com
aumento paralelo da citocina Thl (IL-12), na amostra do fluido de lavagem nasal.
Eles ndo observaram gqualquer mudanga no nivel de citocinas no grupo controle.
Também foi detectada uma reducao significativa das quantidades de eosindfilos nas
lavagens nasais, mas com uma concentracdo inalterada no sangue periférico dos

pacientes tratados adicionalmente com BG.

Javmen et al®®?

mostraram, em experimento com camundongos da linhagem
BALBJ/C, que preparacdes de BG extraido do S. cerevisiae aumentaram a produgéo
de IFN-gama, podendo este ser usado para estimulacdo do sistema imune em
mamiferos. IFN-gama desempenha um papel importante na imunidade contra

infecgbes virais e bacterianas.
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Todas essas formas de estimulagcdo da imunidade descritas acima sdo mecanismos

gue podem auxiliar na resisténcia as infeccfes e no controle de doencas alérgicas.

Embora existam numerosas investigagbes in vitro e in vivo sobre os efeitos
imunomodulatérios dos BG, ensaios clinicos bem controlados em humanos séo
bastante excassos, principalmente na populacdo pediatrica. Devido a diferentes
fontes naturais dos BG, as diferencas de aplicacdo (intraperitoneal, injeecdes
intravenosas ou subcutaneas, ou por via oral), diferencas na preparacao e, portanto,
diferencas estruturais, os resultados obtidos nos estudos clinicos sdo heterogéneos
e, muitas vezes, até contraditorios’”*. Diante disso, destaca-se a importancia de
realizacdo de mais ensaios clinicos avaliando os efeitos dos BG sobre os
marcadores imunoldgicos em criancas e, consequentemente, sobre a ocorréncia de

infec¢Bes respiratdrias, gastrointestinais e manifestagfes alérgicas.

4 METODOLOGIA

Estudo prospectivo, duplo cego, randomizado e controlado realizado com criancas
de 1 a 4 anos de idade, em 02 creches de Salvador-Ba. As creches situavam-se em
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bairros distintos da cidade (Pau da Lima e Nazaré), porém ambas filantrépicas e
com populacdo de condicdo socio-econdmica igualmente baixa. Nelas, as criancas
permaneciam em tempo integral (07 as 17h), recebendo um total de 05 refei¢cbes ao

dia.

Foram elegiveis as criancas de um a quatro anos de idade que estivessem
consumindo leite de vaca ou uma bebida lactea por pelo menos 48 horas antes da
randomizacdo. Os critérios de exclusdo foram: >50% da alimentacdo total
consistindo de leite materno; consumo de prebi6ticos ou probitticos nos 15 dias
anteriores a randomizacdo; diarreia ou IRA durante as 48 horas antes da
randomizacdo; um escore Z de peso para a altura < -3; ou qualquer doenga grave

concomitante.

As criangas elegiveis foram randomizadas para receber um dos dois produtos do
estudo de acordo com uma sequéncia de randomizacdo gerada em computador
fornecida pelo patrocinador do estudo (Mead Johnson Nutrition). O proximo
envelope selado de randomizagcédo na sequéncia era aberto para revelar o codigo do
produto que o participante devia receber. Os rétulos dos produtos (nas cores verde,
azul, vermelho e cinza) e os envelopes de randomizacéo foram criados para evitar o
desmascaramento, e os produtos do estudo eram semelhantes quanto ao odor, cor
e sabor (baunilha). Devido a grande variacédo de idades e para ajustar os possiveis
impactos dessa variavel sobre os resultados, os participantes foram estratificados na
randomizacao em faixas etérias de 12-24 meses de idade ou 25-48 meses de idade.
Estimou-se que as criancas nessas duas faixas etarias seriam razoavelmente
homogéneas em termos dos possiveis resultados relacionados ao consumo do
produto em teste, incluindo a susceptibilidade a infec¢Bes respiratdrias, diarreia e

manifestacdes alérgicas.

O estudo foi realizado no periodo de outubro de 2011 a abril de 2012, totalizando 28
semanas de intervencdo. O Comité de Etica da Universidade Federal da Bahia
aprovou o protocolo (ANEXO A), e pelo menos um dos pais/tutor legal forneceu o

termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO B) assinado antes da incluséo.



No presente ensaio clinico, as criancas foram alimentadas com um CL experimental,
de acordo com a definicdo do Codex Alimentarius para a férmula de seguimento?®*®
contendo 25mg de DHA, 1,2g de uma mistura de PDX/GOS (proporcédo de 1:1) e
8,7mg de B-glucano de levedura (Wellmune WGP®, Biothera, Eagan, Minesota) por
dose, ou um CL isocalérico e sem suplementos imunomoduladores (grupo controle).
Os produtos do estudo foram administrados trés vezes ao dia durante 28 semanas.
Todos os outros alimentos da dieta das criancas deste estudo foram adequados
para a faixa etaria e nutricionalmente balanceados com relacdo aos macronutrientes

e micronutrientes.

Os produtos do estudo foram oferecidos em substituicdo as bebidas habituais do
café da manh4, lanche da tarde e jantar. As doses do café da manha e lanche da
tarde foram oferecidas na creche, e a da noite, assim como as do fim de semana e
feriados, foram oferecidas em casa pelo cuidador. Cada dose consistia em 40 g de
pé diluido em 200mL de agua. Ap6s administracéo do CL, o restante de cada dose
era medido e registrado em formularios fonte (ANEXOS C E D). O APENDICE A

descreve a composi¢éo nutricional dos produtos do estudo.

Para oferta diaria do produto do estudo em casa as criancas levavam kits semanais
contendo o produto em pd (sachés), agua mineral e formularios para registro das
informagdes. Os pais/responsaveis legais foram devidamente orientados quanto ao

preparo do leite e a anotacdo dos dados.

O desfecho primério do estudo foi a incidéncia de IRA, doenca diarreica e/ou
manifestacdes alérgicas. A IRA compreendia as infec¢Bes respiratérias das vias
aéreas superiores (incluindo o resfriado comum, faringite, amigdalite, otite média,
sinusite e rinite infecciosas) e as infec¢des do trato respiratorio inferior (incluindo
pneumonia, bronquiolite e bronquite)®*. A doenga diarreica foi definida como =3
evacuacoOes de fezes liquidas ou semiliquidas em 24 horas com febre e/ou vémitos
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e/ou desidratacdo e comprometimento do estado gera As manifestacdes

alérgicas incluiam rinite alérgica ou conjuntivite, broncoespasmo, tosse alérgica,
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eczema e urticaria®”. Os desfechos secundarios incluiram a incidéncia de todos os

eventos adversos, 0 crescimento, as caracteristicas das fezes, os marcadores



imunolégicos fecais e séricos, o nivel de ferro e zinco e a incidéncia de parasitas

fecais.

Durante as 28 semanas de estudo foi realizado o registro diario do nimero de
evacuag0es intestinais e da consisténcia das fezes: na creche (de segunda a sexta),
os dados foram registrados por profissionais da equipe do estudo (ANEXO E); e em
casa, esses dados foram registrados pelo cuidador (ANEXO D), com base no guia

de consisténcia das fezes (ANEXO F).

Em uma analise post hoc, foi comparada a incidéncia de constipacdo durante o
estudo nos dois grupos. A constipacao foi definida como a presenca de pelo menos
dois dos seguintes itens por pelo menos duas semanas ininterruptas: fezes duras,

dificuldade ou dor para evacuar e um intervalo >72 horas sem evacuagges.

Todos os resultados clinicos foram diagnosticados pelos pediatras do estudo. Os
participantes eram avaliados pelos pediatras no consultério da creche toda vez que
uma queixa de saude fosse relatada, seja pelos pais/cuidadores ou assistentes da
instituicdo, e esta queixa era registrada em fichas clinicas que caracterizavam
detalhadamente o evento, duragéo, gravidade e conduta adotada (ANEXO G). Além
disso, a cada quatro semanas 0s participantes eram rotineiramente avaliados pela
equipe de nutricdo do estudo quanto as medidas antropomeétricas (peso e estatura).
Tais medidas de peso e estatura foram obtidas no baseline e, a partir de entdo, a
cada quatro semanas, totalizando 08 avaliagbes antropométricas ao longo do
estudo, sendo posteriormente convertidas em escores Z baseados nos padrdes de
crescimento da OMS?*®. As amostras de sangue e fezes foram colhidas no inicio e
no final do estudo para avaliar o nimero de células do sangue periférico, a ferritina e
zinco séricos, os marcadores imunolégicos por ELISA (lgAs fecal, e IL-10, TGF-B1,
TGF-B2, IL-4 e IFN-Y séricos) e os parasitas fecais por microscopia direta. As
andlises laboratoriais foram realizadas pela R&D Systems, Minneapolis, Minnesota,
EUA,; pela Doctor’s Data, St. Charles, lllinois, EUA; pelo laboratorio Central do C-
HUPES-UFBA e Laboratério de Parasitologia da Faculdade de Farmacia da UFBA.

Tamanho da amostra e estatistica



Foi necessaria uma amostra com 125 criangas por grupo para alcancar 90% de
poder estatistico, assumindo-se uma proporcao para o grupo controle de 0,5 e uma
proporcao para o grupo de teste de 0,3 em um nivel alfa de 0,05. As frequéncias de
IRA, doenca diarreica e manifestacdes alérgicas foram comparadas através do teste
de Cochran-Mantel-Haenszel estratificado pela faixa etaria e foram ainda analisadas
utilizando o modelo de Andersen-Gill com os eventos recorrentes sendo modelados
segundo uma premissa de riscos proporcionais. A IgA secretéria fecal e o TGF- 31 e
TGF-B2 séricos, bem como suas alteragdes desde o inicio até o fim do estudo, foram
comparados utilizando o teste de van Elteren estratificado pela faixa etaria. O teste
de Kruskal-Wallis foi utilizado em todos os outros marcadores imunolégicos séricos,
ferritina e zinco séricos e contagens de sangue periférico, bem como nas alteracdes
da IL-10, ferritina e zinco desde o inicio até o final do estudo. As alteragdes nas
contagens de células sanguineas foram analisadas usando a ANCOVA, com o0s
valores iniciais como covariaveis. A frequéncia de evacuagfes e a consisténcia das
fezes, 0s escores Z do peso e estatura para a idade e do peso para estatura foram

analisados utilizando a ANOVA para medidas repetidas.

5 RESULTADOS



Artigon°® 1
Cow’s milk-based beverage consumption in 1- to 4-year-olds and allergic
manifestations: an Randomized Clinical Trial
Nutrition Journal 2016;15:19-28
Publicado



[Ponies er al. Nurrition Jowmal [2016) 15:19
DO 10.1186/51 293701 601380

Nutrition Journal

RESEARCH Open Access

Cow’s milk-based beverage consumption

W

in 1- to 4-year-olds and allergic

manifestations: an RCT

M.V, Pontes', T.C. M. Ribsiro’, H. Ribsira”, A P. de Mattos', L R Almeida’, V. M. Leal', G N. Cabral', S Stol2®

W. Zhuang® and D. M. F. Scalabrin®

Abstract

otherwise welFnourished, healthy children,

test and the Andersen-Gll model

Trial registration: registration num ber. NCTO143746%9

Background: Nutrients such as docosahexaenolc acid (DHA), prebiotics and frglucan have been associated with
reduced incidence of respiratory ilinesses and allergic manfestations (AM). Qur objective was to assess if consumption
of a cow's milk-based beverage with these and other nutrients supports respiratory, gastrointestinal, and skin health in

Meathods: In this double-blind, randomized, contralied ial, healthy children (1-4 years of age) from two daycare
centers in Brazil were fed three senvings/day of a cow's milk-based beverage (CMBB; = 125) containing DHA, the
prebiotics polydextrose (PDX) and galactooligosaccharides (GOS), B-glucan, and other key nutrients, or a control cow's
milk-based beverage (cantrol = 131) for up to 28 weeks. Occumence of respiratory infections, diarheal disease and
AMwas assessed by study pediatridans and the number of episodes wene analyzed with the Cochran-Mantel Haenszel

Results: The CMBE group had fewer episodes of AM, which included allergic rhinitis or conjunctivitis, wheezing,
allergic cough, ecaema and urticaria compared 1o the contral group (p= 0021}, The hamrd ratio for increased number
of episodes of AM was lower in the CMBB group compared to coniral (HR, 0064 95 % O 047-08% p = 007). There
was no difference in the incidence of respiratory infections and diarhea disease between groups,

Conclusion: A cow's milk-based beverage containing DHA, PONAGOS, and yeast P-glucan, and supplemented with
migonutrients, including zinc, vitamin A and iron, when consumed 3 times/day for 28 weeks by healthy 1- to 4-year-
old children was associated with fewer episodes of allengic manifestations in the skin and the respiratory tract

Keywords: DHA, Prebiotics, Yeast f-glucan, Allergic manifestations, Children

Background

Two leading causes of morbidity and mortality among
children younger than 5 years of age are respiratory
infections and diarrheal disease [1], which can be inter-
related, as diarrhea increases the risk of lower respira-
tory infections [1, 2]. The global rise of allergic diseases,
including asthma, atopic dermatitis and allergic rhinitis,
is another cause of concern in children, with a signifi-
cant impact on quality of life [3-5]. Nutrition-related
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factors are responsible for 11 % of the total global
disease burden in children younger than 5 years [6].
Children are particularly vulnerable to diet inadequacies,
which can compromise various mechanisms of immune
function, thereby increasing risk of infections [7, 8] and
also of allergic diseases, since oral tolerance to antigens
may be impaired [9]. A recent study in 2- to 6-year-old
daycare children from all regions in Brazil showed that
even those of the highest socioeconomic levels had
insufficient consumption of fiker and micronutrients,
including calcium and vitamins [¥ and E [10]. A system-
atic review concluded that apparently well-nourished
children younger than 5 years from developed countries
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have diets that are inadequate in meeting the recom-
mendations, placing them at nutritional risk [11]. There-
fore, even diets of eutrophic children have room for
improvement

There is currently no agreement on the impact of a
dietary improvement in children whose nutrient intake
meets minimal requirements but may not be the most
effective to promote improved health outcomes. Certain
nutrients support the immune system, such as long-
chain polyunsaturated fatty acids (LCPUFAs), especially
omega-3 LCPUFAs, whose consumption has been asso-
ciated with reduced allergic and/or respiratory ilnesses
in infants and children [12-16]. Likewise, prebiotic
oligosaccharides support the immune system through
stimulation of beneficial gut bacteria [17-20] and were
associated with decreased respiratory infections and
allergic diseases [21-24]. B-glucan, a polysaccharide
derived from yeasts, fungi or bacteria, has also demon-
strated immune-supporting properties [25, 26], with data
showing protection against respiratory infections and al-
lergy in adults and children [26-28). In a recent random-
ized clinical trial in 3- to 4-year-old children attending
daycare in China, we demonstrated that daily consump-
tion of a cow's-milk based beverage (CMBE) containing a
comhination of nutrients including decosahexaenoic acid
(DHA), the prebiotics polydextrose (PDX) and galacto-
olignsaccharides (GOS), and yeast f-glucan, and enriched
with micronutrients such as vitamin A, zinc and iron, was
associated with fewer acute respiratory infections (ARI)
compared to cow's milk [29].

Or objective in the current study was to evaloate if
consumption of the nutriionally enriched CMBB used
in the study in China had an effect on the incidence of
ARl and diarrheal disease and secondarily on allergic
manifestations (AM) in a distinct population of children
attending daycare in Brazil. Typically, children in China
start attending daycare when they are 3 year-old whereas
in Brazil children usually start at daycare when they are
1 year old or earlier. Consequently, we wanted to assess
in the current study i potential cutcomes associated
with consumption of the CMBEE are influenced by age,
ethnicity, climate andfor sociceconomic status. The
implication would be to allow recommendation of the
CMBE to children from different parts of the world with
diverse ethnic and sociceconomic status.

Methods

Population

Children (1 up to 4 years of age) from 2 daycare centers
in Salvador, Bahia, Brazil who had been consuming cow’s
milk or cow’s milk-based beverage for at least 48 hours
prior to randomization were eligible. Exclusion criteria
were: = 50 % of total feedings consisting of breast milk;
consumption of prebiotics or probiotics in the 15 days
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prior to randomization; diarrhea or ARl during the
48 h prior to randomization; a z-score of weight-for-
height < -3; or any serious concurrent illness,

Eligible children were randomly assigned to one of
two stdy products according to a computer-generated
randomization sequence provided by the study sponsor
[Mead Johnson Mutrition). The next sealed randomization
envelope in sequence was opened to reveal the code of the
product that the participant should receive. Product labels
and randomization envelopes were created to prevent
unblinding and the study products were similar in odor
color, and flavor (vanilla). Due to the broad variation of
ages and to adjust for any potential impact of age on out-
ocomes, participants were stratified at randomization into
12-24 months of age or 25-48 months of age. We
estimated that children in these two age-range groups
would be fairly homogenous in terms of potential out-
comes rdated to the consumption of CMEBE including
susceptibility to infections, diarrhea and AM.

The study was conducted from October 2011 to April
2012 The Federal University of Bahia Ethical Committee
approved the protocol, and a parentflegal guardian
provided signed informed consent prior to enrollment

Design

In this double-blind (participants and researchers), ran-
domized, controlled, parallel-designed, prospective trial,
children were fed an experimental CMEBB, according to
the CODEX definition for follow-up formula [30], with
25 mg of DHA, 1.2 g of a blend of PDX/GOS (1:1 ratio)
and 8.7 mg of yeast B-glucan (Wellmune WGP, Biothera,
Eagan, Minnesota) per serving, or an isocaloric, non-
supplemented cow’s milk-based beverage (control). Study
products were given three times per day for 28 weeks, as a
replacement for the usual breakfast, afterncon and dinner
beverages. The breakfast and afternoon servings were
offered by daycare attendants and the evening serving as
well as weekend and holiday’s servings were offered at
home by the caregiver. Each serving consisted of 40 g of
powder mixed with 200 mL of water. The leftover of each
serving was measured and recorded. See Table 1 for nutri-
ent composition of study products,

Outcomes

The primary outcome was incidence of ARl andfor diar-
rheal disease. ARl comprised upper respiratory infections,
including common cold, pharyngitis, tonsillitis, otitis
media, infectious sinusitis and rhinitis, and lower respira-
tory infections, nduding pneumonia, bronchiolitis and
bronchitis [31]. Diarrheal disease was defined as > 3 liquid
or semi-liquid stools in 24 h with fever and/or vomiting
and/or dehydration and compromised general status
Semndary outcomes included incidence of AM (allergic
rhinitis or conjunctivitis, wheezing, allergic cough, eczema
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Table 1 Nutrient composition of study products

Per 40 g serving of powider Covt Cvig
Enengy, kical 180 180
Protein, g 73 73
Fat, g 66 66
-DHA mg - 25
Carbahydrate, g 23 23
- Dietany fiber, g (121 ratio POMGOE) - 12
- Beta-131 6-ghucans, mg - a7
iramin A, I 380 630
‘itamin D, L 3 118
iramin £, I 03 26
Witamin ¥, mog 041 35
Thiamina, maog 57 210
finofavin, mag 520 440
‘itammin B, mcg 42 18
iamin Byo, mag 1 F) 072
Miacin, mog 144 221
Folic acid, meg 78 31
Fantothenic acd, mog 7 1160
Botin, mog 54 47
witamin C, mg 24 23
Choline, mg 28 a4
Calcium, mg 280 290
Phosphons, mg 200 187
Magnesium, mg 25 26
Lo, g a7 6
Potawm, mg 400 430
Chicrice, mg 330 320
odine, mog 134 152
s, mg [+ 30
Binc, mg 072 23
Manganesa, mog H 182
Copper, mog 48 82

- Iindiates that pmduct did not contain the nutnent

and urticaria) [31], incidence of all adverse events, growth,
stool characteristics, fecal and serum immune markers,
iron and zinc status and incidence of stool parasites.

In a post hoc analysis, we compared incidence of
constipation during the study in the two study groups.
Constipation was defined as presence of at least two of
the following for at least two uninterrupted weeks: hard
stools, difficulty or pain to defecate and a > 72-h interval
without defecation.

All clinical outoomes were diagnosed by study pediatri-
cians. Participants were evaluated by study pediatricians at
the peditric office in the daycare every time a health
comphint was reported, either by parents/caregivers or
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daymre assistants. In addition, every 4 weeks participants
were routinely assessed by study pediatricians at the
time of anthropometric measurements. Weight and
length/height measurements were obtained during
randomization and every 4 weeks thereafter and con-
verted into z-scores based on 'WHO growth standards
[32]. Blood and stool samples were collected at base-
line and end of study to assess peripheral blood cell
count, serum ferritin and zinc, immune markers by
ELISA (fecal secretory IgA and serum IL-10, TGF-p1,
TGF-p2, IL-4 and [FN-T) and stool parasites by direct
microscopy. Laboratory analyses were conducted by R&D
Systems, Minneapolis, MM, USA; Doctors Data, St
Charles, IL, USA; and the study site’ local lab.

Sample size and statistics

A sample size of 125 completed per group was needed
to achieve 90 % power, assuming a control group pro-
portion of 0.5 and a test group proportion of 0.3 at an
alpha level of 0.05. Frequencies of ARL diarrheal disease
and AM were compared using the Cochran-Mantel-
Haenszel test stratified by age category and were further
analyzed using the Andersen-Gill model with recurrent
events modeled under the framework of the propor-
tional hazards assumption. Fecal sigh and serum TGE-
Bl and TGF-B2 as well as their changes from baseline to
end of study were compared using the van Elteren test
stratified by age category. The Kruskal-Wallis test was
used for all other serum immune markers, serum ferritin
and zinc and peripheral blood counts, as well as changes
in IL-10 and ferritin and zinc from baseline to end of
study. Changes in peripheral blood counts were analyzed
using ANCOVA, with baseline values as covariates. Stool
frequency and consistency and weight- and length/
height-for-age and  weight-for-length/height  z-scores
were analyzed using repeated measures ANOWVA.

Results

Study population and clinial outcomes

The study enrolled 256 children (control = 131; CMBE =
125); 2 discontinued in cntrol and five in the CMEB
group. Demographic and baseline characteristics (race, age,
gender distribution and weight- and length'height-for-age
and weight-for-length/heght z-soores) were similr be-
tween groups. There were no growth differences between
groups during the study. In both groups there was signifi-
cant increase from baseline to end of study in weght- and
length/height-for-age zsmres, as well as  weight-for-
length/height z-scores (females: 04 and 0.2 to 0.5 and 0.3
males: 04 and 0.4 to 0.5 and 05, in control and CMBE,
respectively; p< 0.001). The average daily intake of study
products was not significantly different between groups
over the duration of the study (12-24 months of age:
control 531 mL/day vs. CMBB 50 ml iday, p=0.32; 25-
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48 months of age: control 547 ml/day vs. CMEB 498 mlL/
day, pr = 0.06).

There was no difference in the incidence of ARI or
diarrheal disease between groups. The CMBB group had
fewer episodes of AM compared to control (Table 2).
The hazard ratio for increased number of episodes of
AM was lower in the CMBB group compared to control,
with no difference for ARl or diarrheal disease (Fig. 1).
There was no significant difference between groups in
the hazard ratio of having at least one episode of ARI
(093, 95 % (1 0.49, 1.79; p=084), diarrheal disease
(157,95 % C10.71, 3.46:?:1].’26] or AM (061,95 % CI
0.36, 104 p=007). Among 99 types of adverse events
reported and compared between groups, only ooccur-
rence of thrush was statistically different between groups
(5 cases in CMBE vs. none in control; p =0.03); 10 partici-
pants who experienced at least one serious adverse event
were reported in the control vs. 2 in the CMBE group.

The CMBB group had softer stools compared with
control in the first 3 months of the study (p < 0.024). In
the subgroup of children 12-24 months of age, 8 of 98
children (8 %) met the criteria for constipation. How-
ever, all were in the control group, and five of the eight
(63 %) remained constipated at end of the study. In the
subgroup of children 25-48 months of age, no signifi-
cant difference was detected in the percentage of chil-
dren who remained constipated at end of study (CMEB
group 114 7 % vs. control group 3/ 10; 30 %; p=10.27).

Blood and feal outcomes

There were no differences between groups in any of the
measured immune markers (Table 3). Additionaly, no
relevant differences were ohserved between groups for
serum zinc and ferritin, hemoglobin, hematocrit, and red
bood cells (Table 4) white blood cells and platelets
(Table 5). According to WHO criteria  (anemia:
hemoglobin < 11 g/dL) [33], 18.04 % of the overall popu-
lation was anemic at baseline and 1333 % at end of
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study; 37.50 % was iron deficient at baseline and 45.83 %
at end of study (iron deficiency: ferritin <12 ng/mlL)
[33], with no differences between groups. Incidence of
fecal parasites detected among the 17 assessed parasites
is presented in Table 6.

Discussion

In this randomized, double-blind, controlled study we
demonstrated for the first time that healthy 1- to 4 year-
old children who consumed a CMBE with DHA, PDX/
GOS and yeast B-glucan for 28 weeks had fewer AM
episodes compared to children who consumed an unfor-
tified, cow’s mik-based beverage. No effect on ARI or
diarrheal disease was associated with consumption of
the CMBE.

These results are consistent with smdies linking pro-
tection against AM with LCPUFAs [12, 34), prebiotics
[21, 22, 35] and B-glucan [28, 36, 37). Dietary LCPUFAs
were associated with less atopic dermatitis and wheezing
[12, 34], and amelioration of symptoms in asthmatic
children [38]. Likewise, prebiotics have been associated
with reduced incidence of atopic dermatitis, wheezing
and allergic rhinitis [21, 35]. B-glucan was shown to
alleviate symptoms of asthma in children when injected
subcutaneously for 8 weeks [39] and symptoms of aller-
gic rhinitis in adults [28, 36, 37]. In an RCT, adults with
seasonal allergic rhinitis receiving f-glucan 250 mg /day
orally for 4 weeks had reduced nasal and eye symptoms
compared with a group who received placebo [28].
Additionally, vitamin [} deficiency has been correlated
with respiratory allergy [40], thus the addition of vitamin
D to the CMBB could have contributed to our results,
Future studies may identify the contribution of individ-
ual nutrients to the present indings.

LCPUFAs modulate some aspects of the innate and
adaptive immune systems via different mechanisms,
affecting cell membrane fluidity, membrane receptors
and signaling pathways. DHA can prevent NF-xB

Table 2 Frequency of episodes of iliness during the 28-week study period

Huriner of agisodes ot
Mo 1 2 3 4 =5
Aoute mapiranny infactions (461
Convrol; n {36) 2509 40371 A2 2108) 10 {8 78 1938
CMVIEE; m 98] 2520 4033 2019 16113) 14 {17) a5
Diamhes diease
Convrol; n {38) 11891) 11 88]) am 1im - - 0354
CMEE; m 1) 108 {26) 1503 2 oda - -
Alangic manifes tatons (AM)
Convrol; n {38) 71054) 30E3 12 {15 108 11 - Qg
CMVIBE; m 98] &1 B35 283 12 {10 3 11 -

“aticecal analysi used Cochmn-Mantel Haenoel test adjused for age ategory
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Albergic Manifestations o

Diarrheal Disease <

AR| or Diarrheal Disease

ARl

.64 (04T, 0.89) ﬂ.m

-

1.44 0,72, 2.87) p=0.300

1.02 J0.84, 1.22) p=0.888

1.04 (067, 1.25) p=0.655

=

-

o Less

Fg. 1 Harasd ravos (35 % O) for incrassed numiber of episedes of iness wing Andemen-Gil modd adjumted for aoe @tegosy | 12-24 0F 25-48 monihs)
and compaed o coniral. A= a0 ey nfactions

likely

L3

More likely

)

Table 3 Comparisan of immune markers between study groups

Wariatie" Convtml mecian (IF) CMEBE median B0 st
Fecal Secminry igA, ma/dl

Harges na 102 (12-226) 67 (7-228) 057

W, 28 45 8-133) 32 (6-153) V)

Harsefine: 1o Wieek 28 -1 11028 -5 {—131-24) 0664
1-10, paimlL

Harges na 191 {119-275) 173 120-27 6) 0760

W, 28 139 @1-1856) 136 @819 o

Harsefine 1o Weak 28 —-49 -130-30) -39 {-120-000) [VE:ex)
T 41, pasmi

Haraes e 20572 (1584 3-25641) 2386 (17161 -29081) R s

W, 28 29133 (2243 2-35466) 29131 (200375337 g7

Harsefine to Week 28 7863 (2565-14178) 6351 (—1346-12472) IR k)
ToF 42, pofini”

Harges na 3441 (2529-479H 60 (B2 2461 7) 0am

W, 28 4331 R9E7-600F) 4145 (£33 1.0-5863) [V

Harsefine: T Wieek 28 487 p-123) 447 10-125) 0465
L4, P ™

Harges na <16 (€1 6-< 16) <16 (<16 < 16 ]

W, 28 <16 (€1 6-< 16) <16 (<16 < 16 ]
FNET, paimL™

Harges na <156 [£156-< 156) <156 (<156-< 156 0368

W, 7 <156 £ 156-< 156) <156 (<156-< 156 0378

“ill markers ewept feml seoenry QA were merared in serum

R = 2575 % imterquartie mnge
28 % of samples were under e dewcton bmit

hanges from heselne o week 28 wee not makred became most of the samples were under dewcton Imit
“fan Eeren et statfied by age ategory was used for fecal secmtory igh, TGF§1 and TGRHZ; Krusiabsalls ==t was used for all ather immaune markes
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Table 4 Comparison of zinc, iron and red blood cell status between study groups
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Variatie Contred median (IF°) CMER median BOR" vt
Serum Fine, pemold

Haialing 214 (1 76-254) 218 (172-259) [z

Wesk 78 244 (205-29.5) 246 (202-287) 0648

[Hersedine 1o Wesk 28 32{-10-80 33 {2040 axn
Serum Faniin, ng/mL®

Hasalina 164 f< 10-263] 148 f« 10-218) 0413

Week 28 135 §<10-134) 133 8 10-218) 83

Hataling o Wesk 28 =23 [~ 10-30) 00 (=7 0-60 0148
Hemaoghobin, gfdl

Hasaling 118 (112-123) 117 {111-123) 0432

Wees 28 120{114-128) 11.9{114-125) 0595

Hasaling o Wesk 787 026 i01) 030 .1 0561
Hematoodt, %

Haialing 355 (FA0-37.1) 353 (338-373) 0560

Wk 28 351 (330-345) 349 (334-368) 073

Barsefine 1o Wesk 287 —41 {02) 03203 a7
Fed Blood Cells, x10%mL

[Hers ediine 45 {44-48) 45 (44-48) 0673

Wees 28 A6 (43-47) 45 (42-48) [l 4

Hasaling o Wesk 787 —{105 (04 —{112 {00 004

HOH = 25-T5 % intesquatile range

26 % of the symyples were at or under the detecion limit
U hanges from beeline io study week 28 were anahoed wsng aneipss of mvananoe (WNEOVIL), with basdine wiues = owarpie; the valoes lshed 20 adpusied mean (&)

“ruskabivalls test was used for 2l varabies exept the ones desoribed in footnate ©

Table 5 Comparison of white blood cells and platelets between study groups

ariahla Conmol median §00T CVER medan RS vt
White: Bioced Cells, 107
Hassina a7 (75-114) 1 [F3-1156) a4n
W 28 23 (72-106) &5 (F2-101) a7no
Hasaling 1o Wk 28 095 23 —075 123 565
heurophids, %
Hansioa 410 (235495 364 (2B4-455) 063
W I8 3/ (RT3 373 (299453 asn
Haseline 1o Wesk 287 azs(1.m 057 (1.1 578
Lymphodytes, %
Hassina 457 (380-557) ST 0 2-530) [ilec}
W 28 471 (376-563) 423 [408-545) a7z
Hasaling 1o Wk 28 026 (1.0 0910 a3
Platedets, x10%mL
Hansioa 341 (286-401) 3455 {3015-4005) a7en
W I8 315 (6-363) 311 [(263-367) a7
Haseline 1o Wesk 287 -3 —37 (47 a7

WA = 25-T5 % intemquatile

Tange
B hon ges fiom basedne to study wesk 28 weae anaiyred using el of cownane (WNCOVH), with beseine valies 25 masste; the wiues baed ae adjusted mean (SE)

“Frushabialls test was wsed for baseline and study week 28 vallues of all sriables n ths =blie
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Table & Incidence of fecal parasgites at baseline and sudy week
78 in the overall population®

Type of paragie 12-24 moniths 2548 monihs
of age n ) of age ni¥

Gharals ararnenglic

sl s 211 6) 38 (244

Waek 28 3/ITE AT
Hasivoystis howmink

sl s 2R1) 4028

Waek 28 & B3] 7Es
Endalimax mana

sl s (e o] SE8

Waek 28 5(63) 428
Entamaeba caoll

s s o 75

Week 28 o a8
Asaads lumbriasiaes

el s 100 ERE]

Waek 28 (e 4] 4028
Tachesrk rachbis

el s (e 4] ERE]

Waek 28 (e 4] 4028
Cryprospodaiim 5p.

sl s ERERD] a

Waek 28 o a4
Enfamacha hisolias

sl s (o] a

Waek 28 (o] 1030

*asticipans from both study groups combined Pasticpant wha were
sympiomatic 25 per phys cian'’s evaluabon reeved ant-pamsie teatment
during the study

activation with consequent decrease in production of
IgE and pro-inflammatory cytokines that initiate and
prolong allergic reactions [41]. DHA metabolites such as
resolvins and protectins also act to limit inflammation
[42]. Prebiotics, through stmulation of gut bacteria, may
cause skewing of the perinatal allergy-prone Th2 milien
towards a balanced Thl immune pathway [43]. B-glucan
polysaccharides may also induce anti-allergic mecha-
nisms [44]. In asthmatic children, f-glucan promoted an
increase of IL-10 cytokine [39], which can inhibit Th2
mediators and allergic inflammation [45]. Interestingly,
higher exposure to microbial components endotoxin and
fglucan was associated with decreased risk of
sensitization to inhalant allergens, in accordance with
the hygiene hypothesis [46].

Similar to the study in China [29], there was no effect
on diarrheal disease in the current study. Additionally,
we found no effect of CMBB on ARl in the Brazilian co-
hort, in contrast to the study in China in which the
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CMEB group had fewer episodes of ARI and just one
case of AM in the whole study population [29]. Several
factors could explain the different results. The diverse
racial and genetic backgrounds of the two populations
may have differently affected the impact of the various
nutrients of the CMBB on the immune system. The Inter-
national Study of Asthma and Allergies in Childhood
(I5AAC) Phase Three trial reported low prevalence of
asthma and wheezing in the Asia-Pacific region and high
prevalence in Latin America [47] and Brazil is among the
countries with the highest prevalence of asthma [48].
Repaated episodes of ARI were more frequent in the
Brazl study, likely due to the younger age (1-4 years vs,
34 years in China) and predisposing conditions linked to
lower sociceconomic level in the Brazil cohort.

The combined prevalence of Ascaris lumbricoides and
Trichuris trichiura in our study (up to 5.6 % in the 2- to
4 year-olds at study week 28) is similar to the 5.4 %
prevalence of these helminths reported in children at-
tending daycare in Salvador, Brazil [49] and lower than
the prevalence reported in daycare children in Sao Paulo
(13 %) [50]. However, the prevalence of Giandia duocde-
malis in our study (up to 26 % in the 2- to 4-year-olds at
study week 28) was higher than the prevalence of Giar-
dia in those two studies [49, 50]. Intestinal parasites may
have contributed to the high incidence of AM in our
cohort, as suggested in a large survey in Brazilian
children < 5 years [51], including Giardiz, which was
shown to be a risk factor for allergy [52].

Five children in the CMBB group, corresponding to
2 % of the overall population, were diagnosed with
thrush; one of them had varicella and one had been on a
recent course of antibiotic, both potential risk factors for
thrush [53]. High rates of colonization with Candida are
reported in healthy children, 125 % in 2 year-olds [54]
and 45 % in 3 to 5 year-olds [55]. We found an inci-
dence of thrush of 2.4 % in a previous study evaluat-
ing an experimental cow's milk-hased beverage in one
of the daycare centers of the current study [56], cor-
responding to three cases in the control group and
suggesting that thrush is not uncommon in that
population of daycare children.

In the first 3 months of the study, the CMBB group
had softer stook compared with control We previously
demonstrated that daycare children of a similar age
receiving a CMBE with the same prebiotic blend used in
this study had softer and more frequent stools [56].
There are very limited data on the role of prebiotics to
alleviate constipation in young children [57]. In the
current study, no conclusions can be made regarding the
incidence of constipation in the 12- to 24- month age
group, since no one in this group receiving the CMEB
met the criteria for constipation in the post hoc analysis.
In the small number of participants who met the criteria
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for constipation in the 25- to 48- month age group,
fewer children receiving CMBE remained constipated at
end of study than control, although the difference was
not statistically significant

An increase in weight and length height z-scores
from baseline to end of study was observed in hoth
groups but there were no differences in growth be-
tween the two groups. According to standard criteria
to diagnose malnutriion [58], none of the children
were malnourished at enrollment Inadequate adher-
ence to dietary guidelines has been identified in
apparently well-nourished children< 5 years of age
[11]. Moreover, young children consuming unfortified
cows milk were found to be at increased risk of
insufficient intake of various nutrients, including iron
and witamin D, compared with those consuming a
fortified CMBE [59, 60]. These data suggest that the
use of a CMBB such as the one in this study may be
justified to correct inadequate nutrient intake leading
to hidden nutritional deficiencies that can impact a
childs health and development in the absence of an
effect on growth. Iron deficiency, for instance, can
lead to decreased cognitive function even in the
absence of anemia [61]. Additionally, some nutrient
deficiencies such as zinc deficiency impair normal
appetite prompting a vicious circle; thus correction of
the deficiency helps establish an adequate eating
pattern [62].

There were no differences between groups in zinc
and iron status at onset and end of study, with an
incidence of anemia in the overall population of 18
and 13 %, at baseline and end of study, respectively.
Reported prevalence of anemia in Brazil reached 47 %
in children < 5 years of age, affecting all income strata
but being higher in the poorest ones [63]. Participants
in our study spent all weekdays at the daycare, receiv-
ing a high standard of dietary care, which likely con-
tributed to the low incidence of anemia. Our findings
are consistent with data showing a positive associ-
ation between daycare attendance and hemoglobin
level [64], which points to daycare attendance as
protective against anemia.

The strengths of the current study include confirm-
ation of diagnosis of ARI, diarrheal disease and AM
as well as adverse events by experienced study pedia-
tricians, close monitoring of the children at the
daycare on a daily basis and meticulous assessment of
intake of study formula. A weakness of the study is
the inclusion of four immune active components and
increased amount of minerals and vitamins in an
experimental formula compared to a control formula
without those improvements, which does not allow
attributing the benefits of the experimental formul
to individual components,
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Conclusion
In this study, regular consumption of a cow’s milk-based
beverage contmaining DHA, PDX/GOS, and vyeast f-
glucan, and supplemented with micronutrients including
zinc, vitamins A and D, and iron promoted improved
immune outcomes, with fewer episodes of allergic mani-
festations in the skin and the respiratory tract in young
children. These outcomes are highly relevant for a childs
overall health and physical, cognitive, psychological and
social development and may contribute to the quality of
life of the whole family, potentially decreasing school ab-
senteeism, thus allowing less disruption on the lives of
working parents. They may also have a direct econom-
ical impact linked to the cost of treating AM episodes,
for parents and the health care system, and those costs
likely surpass the cost of providing CMEBE to the child.
Maturally occurring prebiotics, f-ghican and DHA are
usually present in normal diet but their levels vary
according to the quality of the diet and may not be suffi-
cient to promote measurable health benefits. A CMBB
such as the one used in this study may be of benefit in
increasing the intake of such nutrients and correcting
nutriional deficiencies that can affect immune function.
We propose that a CMBE should be consumed in the
context of a healthy, balanced diet Since this & the first
study showing a benefit of this CMBE on allergic mani-
festations in healthy young children, additional studies
are warranted to confirm the current results and
reinforoe the recommendation of this formula to help
reducing allergic manifestations.
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6 DISCUSSAO

Os resultados deste ensaio clinico controlado, duplo cego e randomizado mostram
gue consumo de um composto lacteo acrescido de componentes com potencial
imunomodulador (DHA, uma mistura de prebioticos GOS/PDX e BG de levedura) por
criancas de 1 a 4 anos, durante 28 semanas, resultou em redugcdo do risco de
ocorréncia de manifestag@es clinicas alérgicas. Esse foi o primeiro estudo a mostrar
o efeito protetor desses trés componentes bioativos juntos sobre a incidéncia de
alergias em pré-escolares. Nao foi identificado nenhum impacto do consumo do CL

sobre a ocorréncia de infeccBes respiratérias e doenca diarréica.

Doencas alérgicas sdo prevalentes e representam um importante problema de
salde em crescimento tanto em paises desenvolvidos quanto em
desenvolvimento®. O Brasil é um dos paises com maior prevaléncia de doencas
alérgicas, na América Latina e no mundo, sendo as taxas mais elevadas observadas
nas regides Norte e Nordeste®. A incidéncia de manifestacdes alérgicas na
populacé@o geral deste ensaio clinico foi de 40%, sendo que quase metade destas
criancas (45%) apresentou 2 ou mais episédios alérgicos no periodo do estudo.
Segundo o Estudo Internacional de Asma e Alergias na Infancia (ISAAC) fase 3%, a
prevaléncia de sintomas alérgicos em crian¢as de 6 a 7 anos de idade em Salvador
foi de 17,2% para asma ativa, 39,8% para rinite alérgica, 17,4% para rinoconjuntivite

e 8,6% para eczema.

Ha evidéncias crescentes que AGPICLs, prebiéticos e BG de levedura podem,
através de diferentes mecanismos, modular a resposta imunolégica de forma a
reduzir o risco de doengas alérgicas. Prebidticos influenciam o sistema imune
diretamente ou indiretamente, como um resultado da fermentacdo intestinal e
promocdo do crescimento de certas bactérias da microbiota, com consequente
aumento da resposta Thl e inibicdo da diferenciacdo da resposta Th2?%. Além
disso, os AGCC resultantes da fermentacdo dos prebidticos, principalmente o
butirato, inibem a producéo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-6 e IL-12) e
6xido nitrico e aumentam a liberagéo de IL-10 por macréfagos®™®’. Os AGPICLs sdo
funcionalmente os mais importantes AG para as células imunes, sendo incorporados

em fosfolipidios de todas as membranas celulares, onde asseguram o ambiente



adequado para a funcdo de proteina de membrana, mantém a fluidez da membrana,
regulam a sinalizacdo celular, expressdo de genes e funcao celular, além de servir
de substrato para a sintese de mediadores lipidicos?*2. O DHA atua inibindo a
sintese de mediadores pré-inflamatérios e IgE, através da inativacédo do NF-kB**, e
atuam como precursores de moléculas bioativas chamadas resolvinas, maresinas e
protectinas, que possuem atividades anti-inflamatérias e imunomoduladoras®?. Os
BG de leveduras sdo imunomoduladores potentes, com efeitos sobre a imunidade
inata e adaptativa, que também induzem a mecanismos anti-alérgicos através do
estimulo & producdo de citocinas anti-inflamatorias por linfocitos T CD4, levando a
supressdo das reacfGes imunoldgicas alérgicas, restaurando assim o equilibrio
Th1/Th2%%,

Diversos estudos tém mostrado o efeito protetor dos prebi6ticos®8180:206.210297

AGP|CL?13245248.298.299 o p(282:283285287 g goorréncia de manifestacdes alérgicas,
em adultos e criancas, entretanto na maioria destes estudos tais ingredientes foram
testados de forma isolada. Prebiéticos foram associados a reducéo da incidéncia de

180297 " aczema'®, rinoconjuntivite alérgica®'® e urticaria alérgica®™°.

dermatite atépica
Arslanoglu et al?® observaram manutencdo da protecdo de prebidticos para
dermatite atdpica e rinoconjuntivite alérgica além do periodo de intervencéo, até os 5
anos de idade. Igualmente, AGPICL foram associados a menos casos de dermatite

245,298

atopica e broncoespasmo e a melhora dos sintomas em criangas asmaticas®®.

A administracdo de BG foi associada a reducdo da congestdo nasal e rinorréia em

%88 3 reducéo dos sintomas alérgicos gerais e severidade

adultos com rinite alérgica
dos mesmos®® e aliviou os sintomas alérgicos sazonais, como rinorréia, espirros,

congestdo nasal e prurido e lacrimejamento ocular®®’.

Estudo realizado na China, com o mesmo CL testado nesse ensaio clinico, foi o
primeiro a avaliar o efeito do DHA, prebioticos e BG juntos sobre a ocorréncia de
infeccBes e manifestacbes alérgicas em criancas®®, entretanto com resultado
diferente de nossa coorte brasileira, mostrando efeito protetor do CL na ocorréncia
de infec¢des respiratérias. As criangas chinesas alimentadas com a formula teste
apresentaram menos episodios e menor duragdo de infecgbes respiratorias agudas,

além de terem necessitado menos de tratamento com antibiético sistémico.



Apesar de nao ter sido evidenciado nenhum efeito do CL teste sobre a ocorréncia de
infeccBes respiratérias em nosso estudo, a incidéncia de IRA foi bastante alta, uma
vez que 80% da populacao estudada apresentou pelo menos um episddio ao longo
das 28 semanas de intervencdo. Além de elevada a incidéncia de IRA, houve uma
grande repeticdo dos episédios (30% das criancas que apresentaram IRA tiveram 3
ou mais infeccBes no periodo). Estudos sugerem que frequentar uma creche é um
importante fator de risco para infeccées respiratérias® e que criangas na pré-escola
e em creches apresentam uma alta frequéncia de IRA devido ao contato diario com
outras criancas®”.

Quanto a necessidade de uso de antibidtico sistémico, ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos, sendo observado que 50% das

criancas de cada grupo fez uso no minimo uma vez ao longo do estudo (p= 1,0).

Ao compararmos a incidéncia de infeccdes respiratérias nos 2 estudos (Brasil e
China), observa-se menos episddios na coorte chinesa, que apresentou incidéncia
de 47% comparados aos 80% no Brasil. A maior incidéncia de IRA no nosso estudo
brasileiro pode ser decorrente da menor idade das criancas avaliadas (1 a 4 anos no
Brasil e 3 a 4 anos na China), o que as torna mais susceptivel as infeccées, pela
imaturidade imunoldgica prépria da idade®. Outro fator de risco de destaque para as
IRAs é a condigcdo sdcioecondmica da populacéo estudada, que foi inferior na nossa

coorte.

Quanto ao efeito do CL teste sobre a ocorréncia de doenca diarréica, ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos em nenhum dos estudos.
Vale ressaltar que a incidéncia de diarréia na coorte brasileira foi de apenas 12% (29
casos) e que na coorte chinesa ndo foi registrado nenhum episddio de diarréia, o
gue confirma a tendéncia mundial de redugédo da infec¢@o gastrointestinal na

populacéo pediatrica.

Embora o CL teste tenha apresentado efeito de protecdo na ocorréncia de
manifestacdes alérgicas em nosso estudo, ndo foi evidenciado qualquer impacto
sobre os marcadores imunolégicos dosados nas fezes e no soro, diferentemente do

observado na coorte chinesa, na qual o consumo do CL com DHA, prebiéticos e BG



resultou em niveis significativamente mais elevados da citocina anti-inflamatéria IL-
10, além de elevacdo da contagem de leucécitos no fim do estudo, sugerindo um
mecanismo anti-inflamatério e/ou um aumento das células imunes efetoras. O
estudo da China foi o primeiro a mostrar um potencial impacto da ingestédo oral de

BG de levedura sobre marcadores imunolégicos em criancas saudaveis.

Os produtos de nosso estudo (teste e controle) foram igualmente aceitos, o que
mostra que o CL teste foi aprovado quanto a sua palatabilidade, mesmo com todas
as modificacdes realizadas na composi¢cdo de nutrientes através da adicdo de

oligossacarideos, polissacarideos e acidos graxos, além de vitaminas e minerais.

Analise parasitolégica da populagéo estudada identificou prevaléncia de helmintos e
protozoérios intestinais de aproximadamente 45% ao final do estudo, sendo esta
superior a de um estudo realizado em pré-escolares de creches em Salvador, que

encontrou parasitose em 30% dos avaliados®**. O protozoario Giardia duodenalis foi

[Formatado: Ndo Realce

0 mais frequente, responsavel por 65% das infec¢des parasitarias (valor muito acima

dos 12,9% identificados em estudo anterior>*

A

), seguido pelo Blastocystis hominis

[Formatado: Ndo Realce

(11%). Quanto a prevaléncia combinada dos helmintos Ascaris lumbricoides e
Trichuris trichiura, normalmente os mais frequentes na populacado, foi responsavel
por apenas 5,6% das parasitoses de nosso estudo, semelhante a de 5,4% relatada

em criancgas que frequentam creches em Salvador®.

[Formatado: N&o Realce

A prevaléncia elevada de parasitose em nosso estudo pode ser a responsavel pela
alta incidéncia de manifestacBes alérgicas ocorrida, de acordo com estudos que
mostram que infeccdo parasitaria pode ser um fator de risco para alergia®®?3%,
Segundo Alcantara-Neves®®, infeccdes por helmintos estéo forte e positivamente
associadas a eosinofilia, aumento de IgE total e a uma resposta imune do tipo Th2 e

em outro estudo realizado em pré-escolares venezuelanos’®, a inflamacéo intestinal
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causada por G. duodenalis mostrou favorecer a reatividade alérgica alimentar e

contribuir para manifestacdes de dermatite atopica.

No presente estudo, as criancas que receberam o CL teste apresentaram fezes mais
macias nos primeiros 3 meses de interven¢cdo em comparacdo ao grupo controle,

sem qualquer impacto sobre a frequéncia de dejecbes. H& evidéncias de que a



adicdo de prebidticos em formulas infantis torna a consisténcia das fezes e a
frequéncia de evacuacdes mais proximas as de lactentes amamentados'®*. Diversos
ensaios clinicos controlados e randomizados!?8:146:175:184.191.304
diferentes tipos de prebidticos (GOS™®!! GOS e FOSM® inulina®*, GOS e

PDX'">'#) em doses variadas (de 4 a 8g/L), mostraram que lactentes alimentados

, avaliando o efeito de

com férmulas suplementadas com prebiéticos apresentaram fezes mais amolecidas
e mais frequentes em comparagcdo ao grupo sem suplementacdo de prebidtico.
Similarmente ao nosso estudo, ensaio clinico com suplementacédo de GOS e FOS ou
FOS e oligofrutose (4 ou 8g/L) mostrou efeito apenas na consisténcia das fezes,
com frequéncia de evacuacdes menor no grupo alimentado com férmula (com ou

sem prebidtico), em compara¢éo ao grupo amamentado.

Além de avaliar o efeito dos prebidticos sobre a frequéncia e consisténcia das fezes
nos grupos estudados, houve também avaliagdo, em uma andlise post hoc, do seu
efeito sobre a constipagdo intestinal. Na populacdo geral deste estudo, 12,5%
(32/256) das criancas preencheram os critérios de constipagcdo estabelecidos no
protocolo, sendo que 75% dos casos (24/32) pertenciam ao subgrupo de 25-48
meses (teste: 14/78, 18%; controle: 10/80, 10,5%), estando 0os casos um pouco mais
concentrados no grupo teste (58,3%). Apds 28 semanas de estudo, houve uma
reducdo dos casos de constipacdo em ambos o0s grupos teste e controle desse
subgrupo, entretanto sem diferenca significante do ponto de vista estatistico (p =
0,27). Os sujeitos menores de 2 anos, além de terem apresentado apenas 25%
(8/32) dos casos de constipacdo, todos se concentraram no grupo controle, o que
impossibilitou a avaliacao do efeito do prebidtico sobre a constipacdo nessa faixa de
idade.

A constipacdo funcional é uma desordem comum, principalmente na populagéo
pediatrica, que apresenta prevaléncias elevadas em todo o mundo (0,7% — 29%),
tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento®®®. Segundo pesquisas,
a prevaléncia mundial de constipacéo infantil estd aumentando e ameacando tornar-
se um grande problema de satde publica®®. Dois estudos realizados no Brasil
revelaram prevaléncias preocupantemente altas de mais de 20% em criangas de 1 a
10 anos®®®®. vale ressaltar que as repercussbes possiveis desta doenca sdo

alarmantes. Embora ndo esteja diretamente relacionada com a mortalidade, a



constipacdo compromete bastante a qualidade de vida do individuo, podendo
resultar em deficiéncias na educacéo®®. Apesar de alguns estudos apontarem o
efeito dos prebidticos sobre o ritmo intestinal, até o0 momento ndo ha evidéncia para

0 seu uso na constipacao infantil*®®.

Acredita-se que a menor incidéncia de constipacdo no inicio do estudo encontrada
no subgrupo de 12-24 meses seja decorrente da amamentacédo, uma vez que 47%
(46/98) das criancas dessa faixa etaria ainda mamavam, enquanto apenas 16%
(26/158) entre maiores de 24 meses, levando-se em consideracdo que o leite
materno € uma fonte importante de oligossacarideos néo digeriveis de alta

complexidade e em quantidade satisfatéria'®.

A prevaléncia de amamentacéo na populagdo estudada, no baseline, foi de quase
30% (72/256), estando 68% (49/72) dos amamentados na faixa etaria de 12-24m.
De acordo com a Il Pesquisa de Prevaléncia de Aleitamento Materno nas Capitais

Brasileiras e Distrito Federal, do Ministério da Saude®®®

, @ mediana de aleitamento
materno em criancas de Salvador foi de 351 dias (11Q: 322-391 dias), mostrando que
mesmos frequentando creches, o que seria um fator de risco para o desmame, 1/3

das criancas estudadas ainda mamavam no inicio do primeiro ano de vida.

As criancas deste estudo apresentaram crescimento péndero-estatural adequado no
periodo da intervencdo e n&o foram identificadas diferengcas estatisticamente
significantes entre os grupos, confirmando a seguranca do CL teste na garantia do
ganho de peso e estatura, estando de acordo com estudos diversos avaliando o
crescimento de criancas alimentadas com férmulas contendo DHA, prebidticos e/ou

146182184 o, associada®***'°. Nenhuma crianca estava

B-glucano de forma isolada
desnutrida no baseline, segundo os critérios da OMS®'*, sendo identificados 95% de
eutrofia, 3% de sobrepeso e 2% de obesidade na populagdo estudada. A
comparacdo entre as PNDSs de 1996 e 2006 evidenciou redugdo importante no
risco de desnutricdo infantil no Brasil, em particular na regido Nordeste e nos
estratos de menor poder aquisitivo®. Segundo a PNDS de 2006*, observa-se
elevagdo da prevaléncia do excesso de peso, com taxas variando entre 5% e 7% na
maioria dos estratos estudados, estando nossos dados de acordo com a estatistica

de referéncia. Importante destacar que as 02 creches estudadas contavam com a



assisténcia de nutricionistas que eram responsaveis pela avaliagdo antropométrica
das criancas, assim como pelas adequacdes de cardapios, visando assegurar o

aporte adequado de macro e micronutrientes.

N&o houve diferenca entre os grupos quanto aos niveis de zinco e ferro no inicio e
ao final do estudo, com uma incidéncia de anemia na populagdo geral de 18 e 13%,
no inicio e ao final do estudo, respectivamente. A prevaléncia relatada de anemia no
Brasil atingiu 47% nas criangas menores de cinco anos de idade, afetando todos os
niveis de renda, mas sendo superior nos com uma renda menor**?. Os participantes
do nosso estudo passaram todos os dias da semana na creche, recebendo um alto
padrdo de cuidados alimentares, o que provavelmente contribuiu para a baixa
incidéncia de anemia. Os nossos resultados sdo consistentes com os dados que
mostram uma associacdo positiva entre frequéncia a creche e o nivel de
hemoglobina®?®, o que indica a frequéncia & creche como uma protecdo contra a

anemia.

Ao longo das 28 semanas de interveng¢é@o ocorreram 99 tipos de eventos adversos,
sendo a diferenca estatisticamente significante entre 0s grupos apenas para
candidiase oral (p=0,03). A Candida albicans esta presente na flora comensal
normal de individuos saudaveis, sendo relatadas altas taxas de colonizacdo em
criancas saudaveis: 12,5% em criancas com dois anos de idade®* e 45% em
criangas de trés a cinco anos de idade®'®. Entretanto, uma variedade de fatores
sistémicos e locais pode deprimir o sistema imunoldgico do individuo, aumentando
sua susceptibilidade para o crescimento excessivo desse fungo na mucosa oral,
originando assim a candidiase oral®'®. Apesar da diferenca significante entre os
grupos, a incidéncia de candidiase na populacdo geral do estudo foi de apenas 2%
(5 casos), sendo que uma das criangas teve varicela e uma tinha recebido um ciclo
recente de antibiético, ambos potenciais fatores de risco para a candidiase oral®*’. A
incidéncia desse evento em nosso estudo foi semelhante ao encontrado em ensaio
clinico anterior realizado em uma das creches (2,4%)'°, o que sugere que a
candidiase oral ndo é incomum na populacao de criangas de creche. A semelhanca
entre 0s grupos quanto a ocorréncia da quase totalidade de eventos adversos
reforca que a férmula contendo DHA, prebioticos e BG de levedura é segura para
consumo por criangas de 1 a 4 anos, além de bem tolerada.



Importante enfatizar que o ensaio clinico em questado foi realizado com base nas
Boas Praticas em Pesquisa Clinica (BPC), que foram rigorosamente seguidas para
garantir ndo apenas resultados fidedignos e de real impacto clinico, mas também a
seguranca e integridade dos voluntarios da pesquisa. A randomizacao aleatéria dos
sujeitos elegiveis foi capaz de garantir a homogeneidade entre os grupos teste e
controle, que pode ser confirmado pela analise dos dados demograficos no inicio do
estudo (semelhanga entre os grupos quanto a raca, idade, distribuicdo por sexo e
indicador P/A). As taxas de perda de seguimento foram baixas em ambos os grupos
(1,5% no grupo controle e 4% no grupo teste), e nenhuma perda foi decorrente de
evento adverso ou intolerancia ao produto testado, o que reforca a seguranca do CL

e a boa conducao da pesquisa clinica.

O estudo foi conduzido por equipe devidamente capacitada. Os desfechos principais
(IRA, doenga diarréica e manifestacdes alérgicas), bem como os eventos adversos,
foram diagnosticados por pediatras experientes em ensaios clinicos desta natureza,
sendo este um dos pontos fortes desse estudo. Esses pediatras foram responsaveis
pela avaliagéo e acompanhamento criterioso de todas as queixas clinicas relatadas,
seja pelos pais/responsaveis das criangas ou pelos cuidadores. Foram registrados
12 eventos adversos graves ao longo do estudo (10 no grupo controle e 02 no grupo

teste), porém nenhum foi associado ao consumo do CL em questao.

Uma equipe grande e preparada de nutricAo, composta por nutricionistas e
estagiarios, se responsabilizou pelo preparo adequado da formula na diluicdo
padrdo, assim como pela garantia de oferta do produto certo para cada crianca, ao
longo dos 6 meses de estudo, pontos cruciais para assegurar 0 sucesso da

intervencao.

Entretanto, um ponto negativo deste estudo foi associado a diferente composicédo de
vitaminas e minerais das formulas comparadas. Idealmente, os produtos deveriam
ser idénticos quanto aos micronutrientes, diferindo apenas nos componentes
bioativos imunomoduladores avaliados (DHA, prebiéticos e BG). Isso permitiria
atribuir o efeito protetor encontrado sobre a ocorréncia de manifestacbes alérgicas
exclusivamente aos componentes testados, considerando que os micronutrientes

podem ter potencializado o efeito do produto na modulacéo do sistema imune. N&ao



podemos assim descartar uma potencial contribuicdo dos micronutrientes nos efeitos
encontrados, apesar de sabermos tratar-se de populagdo que consome alimentos
adequados e supervisionados para as quantidades de macro e micronutrientes.
Revisbes sistematicas e metanalises mostram potencial beneficio do uso da
vitamina D na asma>*®3'°. E sabido que a vitamina D inibe a expressdo de IgE em
células B e favorece a sintese de IL-10, a qual inibe o perfil Th2, protegendo contra
condicbes alérgicas®®. Importante enfatizar que, apesar das diferencas em
micronutrientes entre os produtos do estudo, a férmula controle apresentava

composicao de nutrientes de acordo com as exigéncias do Codex Alimentarius.



7 CONCLUSOES/CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desse estudo mostram que criangas de 1 a 4 anos alimentadas por 28
semanas com um composto lacteo suplementado com prebiéticos (PDX e GOS),
DHA e BG de levedura apresentaram menos episédios de manifestacfes alérgicas
em comparagdo a criancas que consumiram a formula controle sem a
suplementacdo. Nenhum efeito sobre infeccdes respiratérias agudas ou doenca

diarréica foi evidenciado.

Quanto aos desfechos secundéarios, ndo foram identificadas diferencas
estatisticamente significantes entre 0os grupos quanto ao crescimento, ingestdo dos
produtos teste e controle e ocorréncia de eventos adversos, sendo o CL teste,

portanto, seguro para uso em criangas nessa faixa etéria.

Apesar do efeito protetor do CL sobre a ocorréncia de manifesta¢des alérgicas, ndo
houve qualquer impacto sobre os marcadores imunoldgicos dosados nas fezes e no
soro, assim como na contagem de células periféricas das séries branca e vermelha.
Os grupos também foram semelhantes nas dosagens séricas de ferritina e zinco ao

final do periodo de intervencgéo.

Diante do possivel efeito potencializador dos micronutrientes na resposta imune,
sugere-se a realizacdo de novos estudos, em populagBes diferentes, para reafirmar
os achados de nossa coorte e da coorte chinesa, que evidenciaram efeito protetor
do CL na ocorréncia de manifestagBes alérgicas e infecgBes respiratorias,

respectivamente.
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APENDICE

APENDICE A — Composigao nutricional dos produtos do estudo

Por porcéo de 40 g de po Controle Teste
Energia, kcal 180 180
Proteina, g 7,3 7,3
Gordura, g 6,6 6,6
- DHA, mg - 25
Carboidrato, g 23 23

- Fibra alimentar, g (PDX/ GOS na propor¢éo de 1:1) - 1,2
- Beta-1,3/ 1,6-glucanas, mg - 8,7
Vitamina A, Ul 380 630
Vitamina D, Ul 31 119
Vitamina E, Ul 0,33 2,6
Vitamina K;, mcg 0,41 9,5
Tiamina, mcg 57 210
Riboflavina, mcg 520 490
Vitamina Bg, mcg 42 183
Vitamina B, mcg 0,72 0,72
Niacina, mcg 144 2.200
Acido félico, mcg 7.8 31
Acido pantoténico, mcg 770 1.160
Biotina, mcg 54 4,7
Vitamina C, mg 2,4 29
Colina, mg 28 44
Célcio, mg 280 290
Fosforo, mg 200 187
Magnésio, mg 25 26
Sédio, mg 97 96
Potéassio, mg 400 420
Cloreto, mg 330 320
lodo, mcg 13,4 15,2
Ferro, mg 0,05 3,0
Zinco, mg 0,72 2,3
Manganés, mcg 5 19,2
Cobre, mcg 4,8 82

- Indica que o produto ndo continha o nutriente
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa




Universidade Federal da Bahia

Complexo Hospitalar Universitario Prof. Edgard Santos
Diretoria Adjunta de Ensino e Pesquisa e Exienséo (DAEPE)
Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

Rua Augusto Viana, s/n — Canela. Salvador — Bahia. Cep: 40.110-060
Tel.: (71) 3283-8140 FAX: (71) 3283-8141
E-maii: cep.hupes@gmail.com

FORMULARIO DE APROVAGAQ
PROTOCQLO CER - 076/2003

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Compiexo Hospitalar Universitario

Professor Edgard Santos (HUPES) avaliou o Projeto descrito abaixo:

Projeto de Pesquisa: Avaliagdo da eficacia ¢ tolerancia de uma férmula de
seguimento contendo prebioticas, dcido docosahexaendico e um polissacarideo em
criancas de 12 a 48 meses de idade de duas creches em Salvador, Bahia, Brasil.
Pesquisador Responsavel: Hugo da Costa Ribeiro Junijor.

.Data do Parecei: 17.12.2009

Parecer: Projeto Aprovado

Atenciosamente,

fe=l a2 7
ROBERTO BADARO, MD PHD

CHUPES

Resoliicdo CNS 196/96 ifem iIX.2 Jetra ¢
Cabe 20 pesquisador elaborar ¢ a‘pyesentar os relatorios parciais e final de seu
projeto de pesquisa ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO




TITULO: Avaliacéo da eficacia e tolerancia de uma formula de
seguimento contendo prebiéticos, acido
docosahexaendico e um polissacarideo natural em
criangas de 12 a 48 meses de idade de duas creches em
Salvador, Bahia, Brasil

PATROCINADOR: Mead Johnson & Company

NUMERO DO PROTOCOLO: 6001, Revisdo 2

INVESTIGADOR: Dr. Hugo Ribeiro, Jr., Professor Adjunto de Pediatria
Faculdade de Medicina da Universidade Federal da
Bahia
Salvador, Bahia, Brasil

TELEFONE: (55 71 3331-2027)

INTRODUCAO

Estamos convidando seu filho a participar deste estudo de pesquisa.

Antes de concordar com a participagdo de seu filho neste estudo de pesquisa, é importante
ler e entender as explicacbes abaixo sobre os procedimentos a serem realizados. Neste
documento sdo descritos o objetivo, procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos e as
precaucdes do estudo. Também sdo descritos outros procedimentos disponiveis para seu
filho e seu direito de permitir a admisséo de seu filho no estudo ou de retira-lo do estudo em
gualquer momento. N&o € possivel oferecer nenhuma garantia ou certeza com relagdo aos
resultados do estudo.

Vocé podera fazer qualquer pergunta em qualquer momento para garantir que a sua decisédo
de permitir que o seu filho participe deste estudo ndo seja influenciada de qualquer maneira.
Vocé recebera uma copia assinada deste termo de consentimento.

FUNDAMENTOS:

O acido docosahexaendico, em geral chamado de DHA, é um tipo de gordura 6mega-3 que
€ um componente das células do organismo, inclusive das células responsaveis pela defesa
imunoldgica do organismo. O DHA ajuda no desenvolvimento visual e mental dos bebés e
por essa razdo tem sido acrescentado em férmulas de leites infantis como um ingrediente
alimentar em muitos paises, inclusive no Brasil. Alguns estudos realizados mostraram que
esse ingrediente alimentar também pode ajudar a proteger contra alergias e infeccdes
respiratérias se forem acrescentados a dieta de bebés e criangas.

Os prebidticos sdo ingredientes alimentares que nédo sdo digeridos no trato gastrointestinal,
mas que podem ajudar no crescimento de algumas bactérias do intestino (“bactérias boas”),
que sdo encontradas naturalmente no sistema digestivo. I1sso, por sua vez, promove um
funcionamento saudavel do intestino, melhora a fung&o imunoldgica e cria uma barreira

contra bactérias indesejadas (“bactérias ruins”). Dois exemplos de prebiéticos sdo os
galactooligosacarideos, geralmente chamados de GOS e a polidextrose, geralmente
chamada de PDX. Algumas férmulas infantis de paises da Europa, Estados Unidos, Asia e
América Latina contém GOS.



Os beta-glucanos séo ingredientes alimentares naturalmente encontrados em muitos
alimentos, como cereais e no fermento de pdo. Embora, até o presente momento, ndo tenha
sido realizado nenhum estudo com beta-glucanos em criangas, foi demonstrado que esses
ingredientes alimentares sdo seguros e aumentam a resisténcia a infec¢gdes em adultos.

OBJETIVO DO ESTUDO:

O objetivo deste estudo € determinar se uma bebida a base de leite que contenha DHA,
GOS, PDX, e beta-glucanos ajudaria a reduzir as ocorréncias de diarreia e doencas
respiratérias em criangas com idade entre 12 meses e 4 anos.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Aproximadamente 275 criangas participaréo deste estudo em duas creches diferentes. A
duracao da participagdo das criancas neste estudo serd de aproximadamente 28 semanas.
As informac0es sobre a participacédo das criancas neste estudo serdo coletadas enquanto as
criancas estiverem na creche, durante os finais de semana e feriados. Se uma crianca faltar
na creche, um funcionario da creche visitara essa crianga para obter informacdes sobre a
auséncia e sobre o seu estado de saude.

Para poder participar deste estudo, seu filho deve ter entre 12 e 48 meses de idade
(inclusive no 1* e 4° aniversarios). O peso e a altura de seu filho deve estar dentro da faixa
normal para criangas da mesma idade. Seu filho deve consumir leite ou bebida a base de
leite como parte da dieta normal e ndo pode estar sendo amamentado exclusivamente no
peito ou consumindo prebidticos ou probidticos; seu filho também n&o pode ter nenhuma
doenga grave ativa, diarreia ou infeccao respiratoria nem apresentar historia de doenca
grave ou malformacgdo congénita nociva, que na opinido do investigador possa interferir na
avaliagdo da crianca. Se concordar com a participacdo de seu filho no estudo, deve ler e
assinar este termo de consentimento livre e esclarecido antes que qualquer procedimento
relacionado ao estudo seja realizado.

Depois que seu filho for considerado qualificado para participar deste estudo, uma das duas
bebidas & base de leite do estudo sera aleatoriamente selecionada para ele, de maneira
semelhante ao jogo de cara ou coroa.
e Produto experimental: Uma formula de seguimento contendo DHA, prebidticos e
beta-glucanos
e Produto de controle: Leite de vaca integral

Seu filho tera 1 chance em 2 de receber o produto experimental. Nem vocé nem o médico
do estudo responsavel pela avaliagdo das criangas sabera qual dos produtos seu filho
recebera. No entanto, essa informagéo podera ser revelada em caso de necessidade.




O conteudo nutricional dessas bebidas a base de leite esta em conformidade com a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da Saude do Brasil.

ApOs a selecdo aleatéria do produto do estudo, seu filho recebera duas porgdes do produto
do estudo todos os dias em que for a creche pelos seis meses seguintes. Uma porcéo sera
servida no café da manha e a outra sera servida no lanche da tarde na creche. O produto do
estudo serd servido ao seu filho no lugar da bebida normalmente servida no café da manha
e a tarde. Uma porcéo do produto em po sera enviada para casa com seu filho todos os dias
para que seja misturada com agua e consumida no jantar no lugar da bebida normalmente
tomada nessa refeigdo.

Seu filho recebera seis porgdes do produto do estudo em pé para levar para casa em todos
os finais de semana para que a essa por¢do seja misturada com agua e consumida trés
vezes ao dia. Durante feriados e periodo de férias, a mae/pai ou cuidador fara visitas
semanais a creche para retirar o produto em estudo para consumo durante o periodo de
auséncia da creche. Durante as semanas 20 e 24 do estudo durante o periodo de férias, seu
filho precisara acompahar o pai/mée ou cuidador até a creche a fim de ser pesado e ter a
sua altura/seu comprimento medido pelo pessoal do estudo.

Cada porcéo do produto do estudo ser4 composta por 40 g de p6 acrescentado a 200 ml de
agua mineral, perfazendo uma porc¢éo total de 229 ml. Vocé deve dar uma porcao do liquido
trés vezes ao dia durante os finais de semana e durante feriados e periodo de férias, e uma
vez a noite durante os dias de semana quando o seu filho estiver frequentando a creche. O
melhor € usar o produto do estudo em substituicdo a bebida que seu filho geralmente toma
nas refei¢des.

Forneceremos agua mineral para misturar ao produto do estudo, uma mochila para levar as
porcdes do p6 do produto do estudo para casa e um copo especial para que seu filho use
para beber o produto do estudo.

Vocé ndo deve dar nenhum outro produto a base de leite (exceto leite materno) durante o
estudo, a menos que recomendado pelo pediatra de seu filho ou 0 médico do estudo.

Semana anterior ao dia da admissao

Os procedimentos a seguir serdo realizado na creche uma semana antes do inicio do uso do
produto do estudo.
e Sera coletada uma amostra de aproximadamente 20 mL das fezes de seu filho para
pesquisa de parasitas e para avaliacdo de marcadores imunoldgicos
e Sera coletada uma amostra de aproximadamente 5 mL de sangue para realizagcéo de
um hemograma completo, para avaliar os niveis de ferro e zinco e os marcadores do
sistema imunoldgico da crianca

Dia da admisséo

Os procedimentos a seguir serdo realizados na creche no dia em que seu filho comecar a
consumir o produto do estudo.




Avaliacédo do peso e da altura

Exame fisico

Avaliacéo para detecc¢éo de qualquer doenga

Registro de qualquer antibiético que seu filho estiver tomando

Sorteio aleatorio para determinar qual produto do estudo seu filho bebera trés vezes
ao dia durante o periodo de 28 semanas do estudo.

Semanas 4, 8, 12, 16, 20, 24 e 28

O procedimento a seguir sera realizado uma vez durante as semanas 4, 8, 12, 16, 20, 24
e 28.
e Medida do peso e da altura

Todos os dias de semana durante o periodo de 28 semanas do estudo

Os procedimentos a seguir serdo realizados diariamente durante a semana:

e Duas porcdes do produto do estudo serdo servidas ao seu filho pelos profissionais
do estudo no café da manha e no lanche da tarde e vocé receberd uma porcéo para
o seu filho beber na janta em casa para substituir a bebida normal da refeicao,
perfazendo um total de trés por¢des do produto do estudo por dia

e Medida da quantidade do produto do estudo que a crianca ndo beber durante o café
da amanha e lanche da tarde (medidas feitas pelos profissionais do estudo) e na
janta (medida por vocé)

e Registro pelos profissionais da equipe do estudo de casos de diarreia ou outros
problemas do estdmago ou do intestino e de infec¢Bes respiratorias

e Registro pelos profissionais da equipe do estudo de quaisquer antibiéticos e outros
medicamentos que seu filho estiver tomando ou usando

e Registro por vocé e pelos profissionais da equipe do estudo do nimero de
evacuacOes intestinais de seu filho e da consisténcia das fezes

e Os profissionais da equipe do estudo realizardo exames fisicos de acordo com a
necessidade durante todo o estudo

Finais de semana e feriados e periodo de férias

Os procedimentos a seguir deverdo ser realizados nos finais de semana e nos feriados e
periodos de férias:

e Vocé deve dar trés porgoes do produto do estudo para seu filho beber, uma no café
da manh&, uma no lanche da tarde e uma na janta para substituir a bebida normal da
refeicdo

e Vocé deve medir a quantidade do produto do estudo que seu filho ndo beber durante
essas refeigoes.

e Vocé deve natificar os profissionais da equipe do estudo sobre problemas de salde
gue a crianga tiver nesse periodo e os medicamentos que forem tomados ou usados

e Vocé deve registrar o nimero de evacuagdes intestinais de seu filho e a consisténcia
média das fezes produzidas todos os dias

e Se seu filho ficar doente durante feriados ou periodo de férias, sera necessério leva-
lo para a Unidade Metabdlica do hospital (CPPHO) para que ele seja examinado pelo
médico do estudo ou outro médico.




Ultima semana do estudo
Os procedimentos a seguir serdo realizados uma vez durante a Ultima semana do estudo
(aproximadamente cinco meses e trés semanas apos o inicio do estudo)

e Sera coletada uma amostra de aproximadamente 20 mL das fezes de seu filho por
um profissional da equipe do estudo para pesquisa de parasitas e para avaliagéo de
marcadores imunolégicos

e Sera coletada uma amostra de aproximadamente 5 mL de sangue por um
profissional da equipe do estudo para realiza¢gdo de um hemograma completo, para
avaliar os niveis de ferro e zinco e os marcadores do sistema imunoldgico da crianca

Acompanhamento apos o estudo
Dois tipos de acompanhamento poderao ser realizados apds seu filho completar ou sair do
estudo.

1. Se por ocasido da saida do estudo for confirmada a existéncia de um problema de
salde com inicio ap6s o comego do estudo, vocé ou o médico da crianca sera
contatada aproximadamente 30 dias apods seu filho ter saido do estudo para
determinar o estado de salde atual da crianga.

2. Se seu filho for retirado do estudo antes do final (antes de 28 semanas) por qualquer
motivo, vocé ou o médico da crian¢a sera contatada aproximadamente 30 dias apos
seu filho ter parado de consumir o produto do estudo. Esse acompanhamento sera
realizado para verificar o estado de saude do seu filho.

RISCOS, DESCONFORTOS E PRECAUCOES

Os possiveis riscos dos produtos do estudo incluem sintomas (reagdo) de intolerdncia que
podem acorrer com qualquer produto a base de proteina de leite de vaca, como por exemplo
vomitos, diarreia, constipacdo, cdlica abdominal, distensdo abdominal, gases, fezes
sanguinolentas ou outros sinais de alergia a alimentos como erup¢des cutaneas ou eczema.

Os riscos associados com a coleta de sangue incluem dor, inflamacéo da veia, hematoma,
sangramento e, em casos raros, infec¢éo no local da injecéo.

Um creme ou spray anestésico pode ser usado na pele no local da injecdo. O creme ou
spray anestésico pode provocar 0s seguintes efeitos colaterais: vermelhiddo, inchaco,
descoloragdo, sensacdo anormal e coceira, erupcdo cutanea, alteracdo da percepcdo da
temperatura e, em casos raros, reacéo alérgica.

RISCOS INESPERADOS

Como um dos produtos do estudo € experimental, pode haver riscos desconhecidos
envolvidos na participacdo do estudo, incluindo reagbes alérgicas que, se ndo forem
tratadas imediatamente, podem apresentar riscos para a saude.

BENEFICIOS
N&o existem garantias de que seu filho se beneficiard com a participagéo neste estudo.

ALTERNATIVAS PARA A PARTICIPACAO

A participacdo de seu filho neste estudo ndo é obrigatdria. A alternativa para a participagédo
neste estudo é continuar dando ao seu filho as bebidas que ele(a) normalmente toma nas
refeigcbes. O médico do estudo de seu filho discutira com vocé os riscos e os beneficios das
opcdes de bebidas nutricionais.

NOVOS ACHADOS
Durante a participagdo de seu filho no estudo, vocé serd comunicado sobre quaisquer novas




informacdes, que possam influenciar sua decisdo de permitir que seu filho continue no
estudo, que se tornarem disponiveis.

CUSTO DA PARTICIPACAO

Vocé ndo precisa pagar nada pela participagdo de seu filho neste estudo. O produto do
estudo e os procedimentos que serdo realizados serdo gratuitos para vocé ou para seu
plano de seguro salde, inclusive o SUS - Sistema Unico de Salde.

O estudo nédo substitui as consultas de rotina de seu filho com o pediatra.

COMPENSACAO PELA PARTICIPACAO

Ndo sera oferecida nenhuma compensacdo pela participacdo, com excecdo de que o0
produto do estudo, a dgua para misturar no p6 do produto do estudo, a mochila e o copo
serdo gratuitos.

CONFIDENCIALIDADE DOS REGISTROS

Os registros da participagdo de seu filho serdo mantidos em sigilo, exceto se a revelagéo for
exigida pela lei ou conforme descrito neste termo de consentimento. O médico do estudo, o
patrocinador ou os representantes do patrocinador e, em determinadas circunstancias, o
United States Food and Drug Administration (FDA) (Orgdo Americano que controla os
alimentos e medicamentos), o Comité de Etica em Pesquisa (CEP), o Mistério da Satde do
Brasil e as autoridades regulatérias brasileiras poderdo inspecionar os registros estritamente
relacionados ao estudo para verificagdo dos procedimentos do estudo clinico.

Portanto, ndo € possivel garantir total confidencialidade. Se os resultados deste estudo
vierem a ser publicados ou apresentados em eventos cientificos, seu filho ndo sera
identificado.

ARMAZENAMENTO E ANALISES DAS AMOSTRAS DE SANGUE E DE FEZES

Ap0s o0 exame das amostras de fezes e de sangue do seu filho para o estudo, o0 que restar
das amostras podera ser transferido para a Mead Johnson & Company e para laboratérios
que trabalham para Mead Johnson & Company. Ao concordar com a participagdo do seu
filho no estudo, vocé estard também concordando que Mead Johnson & Company use o que
restar das amostras para possiveis testes adicionais. No entanto, nenhum teste relacionado
a infeccéo pelo HIV ou testes genéticos do seu filho serdo realizados sem que vocé leia e
assine um outro documento de consentimento. As amostras coletadas poderdo ser
armazenadas por até 15 anos.

COMPENSACAO POR DANOS

Se vocé acreditar que seu filho tiver sofrido uma lesdo ou ndo estiver bem devido a
participagdo neste estudo, vocé deve entrar em contato com o médico do estudo através do
ndamero de telefone apresentado na pégina 1 deste termo de consentimento, que estara
permanentemente em funcionamento.

A Mead Johnson & Company, o patrocinador deste estudo de pesquisa, pagara pelas
despesas decorrentes do tratamento médico de seu filho, se essas despesas médicas forem
decorrentes de: a) tratamento de algum efeito colateral resultante da participagédo de seu
filho no estudo ou (b) tratamento de um problema médico causado pelo uso do produto do
estudo fornecido para esta pesquisa ou pelos procedimentos realizados em seu filho como
parte do estudo. Como participante deste estudo de pesquisa, seu filho tem alguns direitos e




€é protegido pela lei e o fato de vocé assinar este termo de consentimento nédo fara com que
seu filho perca nenhum direito legal nem a protecéo da lei.

CONTATO EM CASO DE EMERGENCIA/CONTATO COM OS INVESTIGADORES

Em caso de duvidas sobre este estudo ou se acreditar que seu filho tenha sofrido algum
dano relacionado a este estudo, ou em caso de emergéncia, entre em contato com o médico
do estudo listado na pagina 1 deste termo de consentimento.

Embora a responsabilidade pelo estudo seja estritamente do pesquisador responsavel, em
caso de duvidas sobre os direitos de seu filho como participante deste estudo de pesquisa,
ou reclamacdes relacionadas a este estudo de pesquisa, ligue para o Comité de Etica em
Pesquisa no Complexo Universitario Prof. Edgard Santos, no telefone 32838140 durante o
horario comercial de segunda a sexta-feira, das 8 h ao meio-dia e das 14 as 18h.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA E DIREITO DE SAIR DO ESTUDO

A sua decisdo de permitir a participacdo de seu filho neste estudo é voluntaria. Vocé pode
decidir ndo autorizar a participacéo de seu filho ou podera retirar seu filho do estudo por
qualquer motivo e em qualquer momento sem que isso acarrete penalidades ou perda de
beneficios aos quais seu filho tem direito e sem que isso afete o atendimento médico de seu
filho no futuro ou o atendimento na creche.

A participacdo de seu filho no estudo poderd ser interrompida pelo médico ou pelo
patrocinador do estudo sem seu consentimento por uma das seguintes razdes:
e Se 0 estudo for cancelado, com consulta anterior ao CEP/CONEP.
e Se, na opinido do investigador, houver alguma mudanca no estado de saude de seu
filho que possa piorar com a continuacéo da participagdo no estudo, com notificagédo
ao CEP/CONEP.

CONSENTIMENTO

Li este termo de consentimento e entendi as informacgdes fornecidas. Tive a oportunidade de
fazer perguntas e recebi respostas satisfatérias. Este termo de consentimento estd sendo
assinado voluntariamente e indica minha autorizagdo para que meu filho participe deste
estudo, até que eu tome outra decisdo. Receberei uma cépia deste termo de consentimento
livre e esclarecido. Ao assinar este termo de consentimento, ndo estarei abrindo mao dos
direitos legais que meu filho tem como participante de uma pesquisa.

Nome por extenso do participante

Nome por extenso da mée ou responsavel legal*

Assinatura da mae ou responsavel legal* Data

Nome por extenso do pai ou responsavel legal*

Assinatura do pai ou responsavel legal* Data




*Responsavel legal — Com minha assinatura neste Termo de consentimento livre e
esclarecido, declaro que tenho autoridade legal (custédia legal) para dar permissao
para que essa crianga participe deste estudo. Entreguei ao médico do estudo ou
pessoa por ele designada cépias dos documentos de custédia que comprovam que
tenho a autoridade legal acima descrita (favor anexar).

Nome por extensor da pessoa que conduziu o processo de obtengao do consentimento

Assinatura da pessoa que conduziu o processo de Data
obteng¢édo do consentimento

Numero do participante




ANEXO C - Formulario para registro de consumo diario da férmula do estudo na creche.

CRECHE PUPILEIRA Projeto 6001
FICHA DE REGISTRO DE RESTO-INGESTAO

FORMULA 1 FORMULA 2 FORMULA 3 Ne
GRUPO 2A CASA sachés

Antes | Depois | Ingestdo | Antes | Depois | Ingestao | Antes | Depois | Ingestao| dia

ALESSANDRA

BEATRIZ KAUANE

CAILANE

GIANLUCCA

GUSTAVO

GABRIEL

ISABELLA

JULIA

KAUAN FELIPE

KAUANY

LUIS GABRIEL

LUIZ CANDIDO

MARIA GABRIELA

MARIANA

OTAVIO LUCAS

TARCILA

TAUAN




ANEXO D — Formulério para registro diario de consumo da férmula e de evacuacgdes em
casa.

REGISTRO DE INGESTAO DA FORMULA DO ESTUDO - CASA

Vocé esta levando para casa 04 sachés de leite em po, que deverdo ser oferecidos a seu(a)
filho(a) todas as noites, 1 vez/noite (de segunda a quinta). Juntamente com o leite, vocé
levara 4gua mineral, que devera ser utilizada para o preparo do leite, e uma folha de registro
onde devera anotar a hora em que vocé ofereceu o leite para ele e a quantidade que sobrou
no copo graduado. Prepare o leite da seguinte forma: mega 200 mL de 4gua mineral e em
seguida acrescente 01 saché do leite, misturando até dissolvé-lo completamente. Nao
acrescente acucar, frutas ou farindceo (mucilon, cremogema, arrozina, etc.) neste leite,
porque ele ja é completo. EVITE OFERECER OUTRO TIPO DE LEITE A SEU FILHO EM
CASA! SE ELE AINDA MAMA, O LEITE MATERNO DEVE SER OFERECIDO.

Dia: Data: [

Hora Resto

REGISTRO DE EVACUAGCOES

Abaixo vocé devera anotar todas as evacuacgodes (fezes) que seu(a) filho(a) apresentar em
casa, desde o0 momento em que sair da creche. Nao esquecga de anotar nos espagos abaixo
o0 horério e a consisténcia de cada dejecdo. E muito IMPORTANTE que vocé anote TODAS
as dejecbes que ele apresentar em casa. Use as fotos para registrar a consisténcia em caso

de duvidas.

Dejecdo | Hora Consisténcia
1° [ 1Dura [ ]Formada [ ]Mole/pastosa [ ]Semi-liquida [ ]Liquida
20 [ 1Dura [ ]Formada [ ]Mole/pastosa [ ]Semi-liqguida [ ]Liquida
3° [ 1Dura [ ]Formada [ ]Mole/pastosa [ ]Semi-liquida [ ] Liquida
40 [ 1Dura [ ]Formada [ ]Mole/pastosa [ ]Semi-liqguida [ ]Liquida
5o [ 1Dura [ ]Formada [ ]Mole/pastosa [ ]Semi-liquida [ ]Liquida




ANEXO E — Formulario para registro de evacuacdes na creche.

Projeto 6001
Creche Pupileira

Formulério para registro de fezes

Data: / / Dia da semana:

GRUPO 2A 10| 20 [ 3% | 4° | 5° [ 6° | 7° | 8 | 9° | 10° | Total

ALESSANDRA

BEATRIZ KAUANE

CAILANE

GIANLUCCA

GUSTAVO

GABRIEL

ISABELLA

JULIA

KAUAN FELIPE

KAUANY

LUIS GABRIEL

LUIZ CANDIDO

MARIA GABRIELA

MARIANA

OTAVIO LUCAS

TARCILA

TAUAN

fauida (5} L = liguida
H-HgtHaa =) &

(1)D=dura (2) F=formada (3)P =

== = HEEHG



ANEXO F — Guia de consisténcia das fezes.

Use estas figuras como referéncia para determinar a consiténcia
das fezes de seu bebé ao preencher o didrio. A cor ndo importa;
leve em consideracdo somente a consisténcia das fezes.

1 = Dura
(bolinhas duras e secas)

2 = Formada
(forma definida, ndo seca)

3 =Mole
(forma n@o definida, pastosa)

4 = Nao formada ou granulosa
(sem forma, um pouco de dgua
ou pequenos granulos)

5 = Aquosa
(sem forma, principalmente dgua)




ANEXO G - Ficha para registro de eventos adversos.

Nome: Creche: Grupo:
Més: Data de randomizagdo: / /
Sera
. Esta com algum sintoma? suspensa?
Dia Data Conduta adotada )
Qual?
Periodo

Segunda / /

Terca Y A

Quarta / /

Quinta / /[

Sexta / /.

Sabado / /

Y A —




Domingo

Nome:

REGISTRO DE EVENTOS ADVERSOS

Grupo:

Evento adverso

Data dos eventos

Data de inicio

Data do término

O EA é sério?

0= Nao

1=Sim

Severidade

1=_Leve

2 = Moderada

3 =Severa

AgOes tomadas
0 =nenhuma
1 =reduziu a ingestdo da FE
2 = suspendeu o produto
3 = descontinuou o produto
4 = prescrita medicagdo

5 = Outras (especifique)

Evento: ( )Términoem__/ [/
() Estabilizou
( )Emandamento: __ / /
Codigo:
— ( )Morte,data: __ /[
Evento: ( )Término:__/ /
() Estabilizou
( )Emandamento:__ / [/
Codigo:
— ( )Morte,data: __/ /_
Evento: ( )Término:_/__/
() Estabilizou
( )Emandamento: __ / /[
Codigo:
- ( )Morte,data: ___/ [/
Evento: S S

( )Término:___/ [/




Codigo:

() Estabilizou

( )Emandamento:__ / [/

( )Morte,data: __ /[







