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RESUMO

A rinite alérgica (RA) ¢ uma condi¢do inflamatdria mediada por IgE, como consequéncia do contato
com o alérgeno em um individuo previamente sensibilizado. Trata-se de doenga cronica muito
prevalente, que pode ocasionar sequelas significativas, com elevada morbidade. A hipdtese de que a
estimulacdo precoce apropriada da microbiota intestinal possa contribuir para a homeostase do
sistema imunologico, estimulou o desenvolvimento de ensaios clinicos e experimentais para avaliar
a eficacia de probidticos no tratamento de RA. Entretanto, até o momento, ndo foram realizados
estudos avaliando os beneficios dos probidticos no manejo da RA em criangas no Brasil. Desta
maneira, os objetivos do presente estudo serdo avaliar a eficacia clinica da mistura de probidticos
(Lactobacillus e Bifidobacterium) em criancas de 6 a 12 anos com RA, através do escore total de
sintomas nasais (TNSS), do questionario de qualidade de vida (PQRLQ), além de avaliar os efeitos
desta medicacdo nos seguintes parametros laboratoriais: sensibilizacdo (prick teste e IgE sérica
total), inflamagdo (IFN-y, IL-18, IL-4, IL-6, IL-8 e TNF-a) e tolerancia imunoldgica (IL-10, TGF-3
e IL-17).

Palavras-chaves: Rinite Alérgica; Infecgdes de repeti¢do; Probidticos; Inflamagao; Sensibilizacdo;

Tolerancia imunoldgica.
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I. Introducao

1. Doengas alérgicas

Alergia ¢ causada por uma reagdo anormal e exagerada do sistema imunolédgico a alérgenos e
atinge em torno de 10-40% da populacdo (Pawankar et al, 2013). A prevaléncia das doencas
alérgicas tem aumentado nas Ultimas décadas (Hosseini et al, 2014). No periodo de 2011 a 2012,
cerca de 40% da populacdo foi diagnosticada com uma doenga alérgica ou com sensibiliza¢do
(Arroyave et al, 2014).

Atopia ¢ a tendéncia hereditaria para desenvolver hipersensibilidade a alérgenos ambientais.
Na infancia pode se manifestar em sequéncia, na qual o eczema e alergia alimentar iniciam-se nos
primeiros anos de vida, progredindo posteriormente para rinite alérgica (RA) e asma, o que ¢
conhecido como “marcha atépica” (Khan et al, 2017).

Apesar da relagdo temporal entre as condi¢des incluidas na “marcha atdpica”, ainda ¢
controverso se essas doengas sdo mais influenciadas por fatores genéticos e/ou ambientais (Khan et
al, 2017). A etiologia das doencas alérgicas ¢ pouco compreendida e seus mecanismos biologicos
ainda ndo estdo completamente esclarecidos (Meng et al, 2019). Estilo de vida, fatores ambientais,
diminui¢do da exposi¢ao aos estimulos microbioldgicos e alteragdes nos habitos dietéticos ja foram
listados como possiveis fatores responsdveis pela maior predisposicdo a atopia (Hosseini et al,

2014; Zhang et al, 2021).

2. Rinite Alérgica

Alergia respiratdria, também conhecida como “doenca das vias aéreas Unicas”, ¢ uma doenca
heterogénea que contempla a RA e asma (Pawankar et al, 2013). Entre 10 e 40% dos pacientes com
RA também possuem diagnodstico de asma alérgica e uma grande propor¢ao de pacientes asmaticos
(60-80%) apresentam sintomas cronicos de RA (Pawankar et al, 2013; Arroyave et al, 2014;
Hosseini et al, 2014; GINA, 2021). As consequéncias socioecondmicas da RA e suas comorbidades
sdo consideraveis para os sistemas de saude em todo o mundo (Pfaar et al, 2017).

A rinite alérgica ¢ a doenga imuno-mediada mais comum em todo mundo, com prevaléncia
ainda em ascensao. Estima-se que 1 em cada 3 cidaddos europeus ¢ afetado pela RA, apesar de
ainda tratar-se de condi¢do amplamente subestimada, subdiagnosticada e subtratada. A doenca pode
afetar a vida social, desempenho escolar e produtividade no trabalho (Pfaar et al, 2017).

Apds uma andlise de dados coletados de 2008 até 2017, no sistema nacional de saide da
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Corea, foi encontrada uma prevaléncia da RA nos lactentes em torno de 9%, na idade de 2-5 anos de
27,6% ¢ de 6-18 anos entre 17,1% (Ha et al., 2020). Estudos anteriores evidenciam aumento da
prevaléncia mundial da RA de 10% para 40% em adultos e de 2% para 25% das criangas. Essa
progressao crescente da rinite alérgica ¢ associada ao rapido desenvolvimento econdmico com
estilos de vida ocidentalizados (Asher et al, 2006).

Estudo recente realizado na Holanda, estimou custos diretos ao paciente em torno de 1043
euros anualmente (Avdeeva et al, 2020). Por tratar-se de uma doenca de alta incidéncia, que
compromete a qualidade de vida, gerando impacto financeiro significativo com custos diretos e
indiretos para seu manejo, ¢ essencial a adocdo de estratégias de diagnostico e terapias eficientes
(Zhang et al, 2021).

Uma coorte prospectiva realizada com criancas na Suécia evidenciou, como principais fatores
de risco para RA, o historico de atopia familiar, sensibilizacdo alérgica e a presenca de outras
doengas alérgicas (Bernt et al, 2011). Além disso, até a idade de 5 anos a RA foi correlacionada
como preditor de desenvolvimento de asma entre 5-13 anos de idade (Rochat et al, 2010; Bernt et
al, 2011).

O diagnostico de RA inclui a histdria clinica, antecedentes pessoais e familiares de atopia,
exame fisico e exames complementares. O diagndstico ¢ clinico, com a presenca dos seguintes
sintomas: espirros em salva, prurido nasal, coriza clara, abundante e obstru¢do nasal, com a
identificacdo do possivel alérgeno desencadeante pelo teste cutaneo de hipersensibilidade imediata
ou IgE especifica (Sakano et al, 2017).

Nos ultimos anos foram desenvolvidas diretrizes para auxiliar o diagnostico e manejo da RA
na pratica clinica. As primeiras diretrizes baseadas em evidéncias foram as recomendagdes do ARTA
(Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma). De acordo com esta diretriz (ARIA, 2008), a RA ¢
classificada clinicamente, de acordo com a duracdo e gravidade dos sintomas. Com relagdo a
duragdo, ¢ subdividida em intermitente (sintomas < 4 dias/semana ou < 4 semanas/ano) ou
persistente (sintomas > 4x/semana e por mais de 4 semanas/ano). Em relacdo a gravidade, ¢
subdividida em leve (sem sintomas perturbadores) ou moderada/grave (1 ou mais dos itens a seguir:
distarbio do sono, prejuizo de atividades didrias/esporte/lazer, prejuizo académico ou trabalho.
Embora essa classificagdo seja classica e pratica, a partir dela ndo € possivel mensurar o impacto da
doenca de forma quantitativa, sendo necessaria a utilizagdo de questiondrios. Esses instrumentos
auxiliam na avalia¢do da gravidade e impacto na qualidade de vida antes e apos a introdugdo do
tratamento.

A gravidade e atividade da RA podem ser avaliadas através de escalas objetivas. O escore de

sintomas nasais total (7otal Nasal Symptom Score - TNSS) é um questionario, baseado em trés itens,
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sendo a soma dos valores respondidos pelo paciente ou pelos pais para cada item individual que o
compde. A escala de avaliacdo ¢ dividida em quatro graus (0-3), onde O indica auséncia de
sintomas; | indica sintomas leves que sdo facilmente tolerados; 2 indica sintomas incodmodos, mas
toleraveis; e 3 indica sintomas graves dificeis de tolerar e que interferem nas atividades didrias
(Barnes et al, 2009; Ellis et al, 2015). Os seguintes sintomas sdo avaliados: obstru¢do nasal,
rinorreia, espirros/prurido nasal. A pontuagdo total pode variar de um minimo de 0 a um maximo de
9 pontos. Desta forma, obtém-se a seguinte classificacdo: 0: sem sintomas; 1-3: rinite leve; 4-6:
rinite moderada; 7-9: rinite grave (Barnes et al, 2009; Downie et al, 2004).

Outro importante objetivo do tratamento ¢ obter melhora na qualidade de vida do paciente,
que além de verificar o quanto a doenca incomoda, também mede o impacto da doenga nos aspectos
sociais, ocupacionais, emocionais e fisicos (Junipet et al, 1998; Del Giudice et al, 2017). Esse
parametro pode ser avaliado através do questionario de qualidade de vida pediatrico (Paediatric
Rhinoconjunctivitis Quality of Life Questionnaire — PRQLQ), que possui 23 itens, divididos em
cinco dominios (limitagdes de atividade, problemas praticos, sintomas nasais, sintomas oculares e
outros sintomas. Cada pergunta varia em uma escala de 0, sem comprometimento, a 6, gravemente
prejudicado (Junipet et al, 1998).

Por ser uma doenga cronica, o tratamento da RA deve ser planejado com perspectivas em
longo prazo. Suas principais metas sdo: identificar os alérgenos desencadeantes e evitd-los quando
possivel; educacdo da familia e paciente sobre como evitar os alérgenos sensibilizantes e irritantes
ndo especificos; farmacoterapia e imunoterapia, com o intuito de proporcionar melhor qualidade de
vida aos pacientes e familiares (ARIA, 2008).

A identificacdo dos alérgenos desencadeantes de sintomas na RA pode ser feita através da
realizacdo do teste de sensibilidade cutanea imediata (Prick Test) ou in vitro (dosagem de IgE
especifica para os alérgenos suspeitos). A partir da identificagdo dos alérgenos envolvidos na
sensibilizacdo pode-se orientar de forma mais direcionada quais as medidas mais efetivas em
relagdo ao ambiente (Ansotegui et al, 2020). A avaliagdo do impacto das medidas de controle de
exposi¢do a alérgenos sobre a reducdo de sintomas depende do niimero de alérgenos aos quais o
individuo esta sensibilizado e exposto. Além do que essas medidas devem ser mantidas pelo menos
de 3 a 6 meses para que algum beneficio clinico gradual possa ser observado (Sakano et al, 2017).

Em relacdo ao tratamento farmacologico, o objetivo deve ser o controle da doenga e a escolha
individualizada devera ser realizada de acordo com a capacidade e preferéncia do paciente, os
sintomas predominantes, a sua gravidade, o tempo de acdo do medicamento e da resposta aos
tratamentos realizados anteriormente. Dentre as opgdes disponiveis, os corticosteroides nasais

topicos (INCS) sdao utilizados como tratamento de primeira escolha para pacientes com RA,
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entretanto necessitam de alguns dias para atingir sua eficacia maxima (Onseca et al, 2020). A
associacdo com anti-histaminico H1 (anti-H1) oral ¢ uma pratica bastante comum, visando alivio
sintomdtico mais rapido. Um estudo de avaliacdo de tecnologias de saude concluiu que a maioria
dos medicamentos para RA tem efeitos semelhantes (Glacy et al, 2013).

Dentro das possibilidades farmacolégicas, a associagao de anti-H1 e descongestionantes orais
(DO) pode ser administrada quando o controle da obstrug¢do nasal nao ¢ obtido (Zhang et al, 2016).
Em geral, estas combinagdes sdo mais efetivas do que qualquer anti-H1 oral ou DO isoladamente
(Berkowitz et al, 2006). Por outro lado, esta associacdo pode causar ou amplificar efeitos colaterais
como insOnia, cefaleia, boca seca e irritabilidade, especialmente quando se trata de anti-H1 de
primeira geracdo (Chervinsky et al, 2005).

Recentemente, a associagdo de anti-H1 e INCS, em dispositivo unico, foi acrescentada nas
opcdes no tratamento da RA, sendo indicada para pacientes maiores de 6 anos de idade (Sakano et
al, 2017). Sua eficacia foi superior a dos INCS como monoterapia e possui maior rapidez de acao.
Devido ao custo elevado, seu uso justifica-se quando os sintomas ndo sido controlados de outra
forma (Onseca et al, 2020).

A imunoterapia (IT) ¢ uma opgao terap€utica comprovada para o tratamento da RA e/ou asma,
podendo ser feita por via sublingual (ITSL) ou subcutanea (ITSC) (Halken et al, 2017). Na maioria
dos paises, a IT tem custo mais elevado que outros tratamentos e, portanto, deve ser considerada no
contexto de uma abordagem terapéutica estratificada. Além do que suas recomendagdes sao
complexas, sendo necessdrios avaliagdo da duragdo dos sintomas durante exposi¢do alérgica,
evidencia de sensibilizacdo e disponibilidade de extratos de boa qualidade e, sempre que possivel,

padronizados (Onseca et al, 2020; Halken et al, 2017).

3. Hipotese da Higiene

A hipotese da higiene sugere que a perda de relagdes simbidticas com microrganismos
relevantes, devido a melhorias na limpeza, maior tempo em ambientes fechados e falta de exposicao
precoce a agentes infecciosos, pode prejudicar o estimulo necessario para o sistema imunologico
desenvolver respostas tolerogénicas e, portanto, contribuir para o aumento das doencas alérgicas
(Foolad et al, 2014; Zhang et al, 2021).

Alteracdes da microbiota intestinal (devido ao uso abusivo de antibidticos, antiparasitarios,
aumento de numero de cesarianas), modificacdo dos habitos alimentares (introdug¢do precoce de

alimentos, consumo de alimentos processados, ingestdo em excesso de acidos graxos ®-6, reducao
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da ingestao de antioxidantes) e melhora do saneamento basico sdo alguns dos fatores associados ao
aumento de linfocitos T helper2 (Th2), responsaveis pelo desenvolvimento de manifestagdes
alérgicas (Cocco et al, 2009; Zhang et al, 2021).

Em estudo realizado com lactentes de Copenhagen foi avaliada a associagdo entre a
microbiota intestinal ¢ o desenvolvimento de disturbios alérgicos até a idade de seis anos. Uma
diversidade reduzida da microbiota bacteriana foi associada a um maior risco de RA, sensibilizagao
e eosinofilia em sangue periférico durante os seis primeiros anos de vida. Embora a relagdo causal
da associagao entre a diversidade da flora intestinal e o desenvolvimento de doengas alérgicas ainda
ndo esteja completamente definida, este estudo colabora com a hipdtese de que o desequilibrio da
microbiota humana durante a infancia interfere no desenvolvimento de doengas associadas ao estilo
de vida, tais como as doencas alérgicas (Bisgaard et al, 2011).

Estudos realizados com criangas objetivando identificar parte desses fatores, sugeriram a
adogdo de medidas preventivas em 3 niveis: 1. Prevencao primaria: impedir a sensibilizagdo aos
alérgenos; 2. Prevencdo secundaria: deter a expressdo da doenca; 3. Prevencado tercidria: minimizar

a morbidade para os individuos que ja manifestaram a doenga (Sole at al, 2006).

4. Probidticos e alergia

O intestino dos mamiferos ¢ colonizado por um grande nimero de bactérias ndo patogénicas.
Estima-se que o trato gastrointestinal humano abrigue em torno de 500-1000 espécies bacterianas
distintas, que fazem parte da microbiota, a qual estd ativamente envolvida em varias fung¢des, como
digestao dos alimentos e resposta imunologica do hospedeiro (Eigenmann et al, 2013; Anania et al,
2021).

O microbioma ¢ um elemento chave para o desenvolvimento da resposta imune,
particularmente durante a infincia, estabelecendo relacdo efetiva com o hospedeiro. Dentro do
microbioma normal ha equilibrio entre bactérias gram-positivas € gram-negativas. A interrupgao
desse equilibrio pode gerar alteracdes no sistema imunologico com consequente ativacdo de
macrofagos produtores de fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) que promove a transicdo de
células T virgens para células Th2, com efeito negativo na inflamagao (Anania et al, 2021).

Durante o periodo de imaturidade do sistema imunoldgico das mucosas, ocorre aumento da
permeabilidade, ocasionando maior absorcdo de macromoléculas intactas e favorecendo a
translocagcdo de patogenos, tornando entdo a crianga mais suscetivel para infec¢do e inflamacao
(Rautava et al, 2005).

O reconhecido papel da microbiota intestinal no desenvolvimento e regulacdo do sistema
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imunologico tem gerado crescente interesse na utilizagdo de probidticos (West et al, 2013). Estes
podem, direta ou indiretamente, modular o desenvolvimento do sistema imune, a partir dos seus
efeitos imunomoduladores em favor da supressdo de Th2 e estimulagdo do perfil Thl, além de agir
também no desenvolvimento de células T reguladoras (Anania et al, 2021; Bergmann et al, 2021).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), probidticos sdao definidos como
microrganismos vivos que precisam ser administrados em quantidades adequadas para conferir um
beneficio a saude do hospedeiro (Bergmann et al, 2021).

Os probioticos exercem efeitos estimulantes sobre o sistema imunologico inato e adaptativo
do intestino, melhoram as func¢des de barreira mucosa, induzem a producdo de citocinas anti-
inflamatorias, possibilitando a indugdo de tolerancia. Alguns estudos sugerem que os probidticos
poderiam prevenir o desenvolvimento das doencas alérgicas, apresentando também efeitos
benéficos no seu tratamento. Entretanto, estes efeitos ndo foram observados em todos os estudos
(Iemoli et al, 2012).

A Organizagdo Mundial de Alergia (WAQO) sugere a suplementa¢do de probidticos em
mulheres gravidas/lactantes e lactentes com historia familiar de doenga alérgica, principalmente
dermatite atopica (Anania et al, 2021). Recentemente, foi sugerido que os probidticos podem ser um
possivel tratamento para RA, em particular, os probidticos com baixo perfil de efeitos adversos,
como lactobacilos e bifidobactéricas (Kim et al, 2018).

Watts et. al (2016) avaliaram o uso de probidticos em pacientes com RA e relataram
resultados positivos na qualidade de vida e reducao do uso de medicamentos. Bergmann et al (2021)
demonstraram que a suplementacdo adequada por diferentes cepas pode ser um novo conceito
adjuvante no manejo da RA. Uma metandlise avaliando estudos com as principais espécies de
Lactobacillus ou Bifidobacterium também mostrou redu¢do dos sintomas da rinite e melhoria de
qualidade de vida dos pacientes (Zajac et al, 2015).

Para que os probidticos sejam considerados efetivos, alguns requisitos devem ser atingidos.
A cepa deve ser segura, apresentar boa resisténcia ao acido presente no estdmago e a bile, ter
beneficios comprovados clinicamente e apresentar propriedades tecnoldgicas, como capacidade de
sobreviver no produto para consumo (FAO/WHO, 2001).

Os micro-organismos sdo geralmente consumidos em alimentos fermentados e os géneros
mais comumente usados incluem Lactobacillus e/ou Bifidobacterium. Eles sdo tipicamente
organismos anaerobios e, no intestino, fermentam alimentos ingeridos para a produgdo de acido
lactico. Cada cepa de probidtico tem seus proprios beneficios especificos (Kramer et al, 2014).

Lactobacillus rhamnosus ¢ uma bactéria gram-positiva encontrada em queijos (FAO/WHO,

2001). Tem sido relatado que este micro-organismo, em altas concentracdes (em capsulas
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liofilizadas), apresentam efeitos positivos sobre os sintomas da RA perene (Ishida et al, 2005).

Lactobacillus acidophilus ¢ uma bactéria gram-positiva, que frequentemente habita o trato
gastrintestinal e a vagina do ser humano (FAO/WHO, 2001).

Bifidobacterium lactis foram descobertos nas fezes de lactentes amamentados,
desempenhando papel fundamental na microbiota intestinal de seres humanos durante a vida
(FAO/WHO, 2001).

Lactobacillus paracasei ¢ uma bactéria gram-positiva que habita o trato gastrintestinal
humano, podendo ser encontrada, também, em leites fermentados, carnes e vegetais
(FAO/WHO,2001). Em um estudo de coorte recente, a colonizagdo precoce com L. paracasei
(desde o nascimento) foi associada com risco reduzido de eczema aos 2 anos de idade, primeiro
sintoma da marcha atopica (West et al, 2013). Outro estudo realizado com esta cepa demonstrou
melhora na qualidade de vida média em pacientes com RA, através do questionario de qualidade de

vida de rinoconjuntivite pedidtrica modificado (RQLQ) (Peng & Hsu, 2005).

II. Justificativa

A flora intestinal na crianga consiste em fonte de estimulagdo imunologica precoce. Como as
doengas alérgicas geralmente se manifestam no inicio da vida acredita-se em possiveis beneficios
utilizando suplementagdo com probidticos, por modificar a flora gastrintestinal (Ozdemir et al,
2013).

O interesse no potencial preventivo e terapéutico dos probidticos em doencgas alérgicas
advém da sua agdo na melhora da permeabilidade intestinal e redu¢do das citocinas inflamatdrias.
Tais efeitos seriam desejaveis no tratamento de doencas alérgicas, incluindo RA. Varios estudos tém
sido recentemente realizados para avaliar a eficacia dos probidticos em varias condi¢des alérgicas,
tais como dermatite atopica, RA e alergias alimentares (Kramer et al, 2014; Kim et al, 2018).
Entretanto ndo foram encontrados estudos avaliando a eficacia em criangas com RA na populagdo

brasileira.
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I11. Hipotese

A hipotese desse estudo ¢ que a mistura de cepas probidticas utilizada acarrete numa resposta
clinica favoravel em pacientes com RA, assim como tenha papel relevante na redugdao da
inflamacdo e inducdo de tolerdncia, possibilitando menor ocorréncia de comorbidades como

infecgdes recorrentes vias aéreas superiores.
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IV. Objetivos

1. Objetivo primario

Avaliar a eficacia clinica da mistura de probioticos (Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus

acidophilus, Bifidobacterium lactis e Lactobacillus paracasei) em criangas com RA, através do

escore TNSS.

2. Objetivos secundarios

Avaliar os efeitos da mistura de probidticos:

Impacto na qualidade de vida através da aplicacdao do questionario PQRLQ.
Frequéncia de uso do corticoide nasal e anti-H1.

Ocorréncia/ frequéncia de infecgdes de vias aéreas superiores.

Citocinas inflamatorias e tolerogénicas (IL1B, IFN-y, IL4, ILS, IL6, IL10, IL13, IL17,
TGF-B e TNF-a).

Sensibilizagado: prick teste e IgE sérica total.
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V. Pacientes, Materiais e Métodos

1. Pacientes e Desenho de estudo

Trata-se de um estudo clinico, duplo-cego, randomizado e controlado com placebo.

Serdo convidados para participar os pacientes de ambos os sexos e todas as classes sociais
acompanhados nos Ambulatérios de Alergia Pedidtrica, no Centro Especializado de
Otorrinolaringologia do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto (HCRP) e no ambulatorio do CSE
Sumarezinho, com idade de 6 a 12 anos e diagnostico clinico de RA, de acordo com o ARIA.

Os participantes serdo divididos em 2 grupos: Grupo Probidtico (GP, composto por pacientes
em uso de probioticos) e Grupo Controle (GC, composto por pacientes em uso de placebo). Todos
os pacientes continuarao recebendo as medicagdes orais ou topicas, como anti-leucotrienos, anti-

histaminicos e corticosteroides nasais, de acordo com a prescricao médica.

1.1. Critérios de inclusiao

» Criancas com idade de 6 a 12 anos.
» Diagnostico clinico de RA, de acordo com o ARIA, hé pelo menos 6 meses.

» Sensibilizacdo comprovada a pelo menos 1 aeroalérgeno (prick-teste ou IgE especifica) e/ou
IgE total = 100 kU/L.

1.2. Critérios de exclusao e nao inclusao

» Solicitacdo dos pais ou responsaveis.

» Diagnostico de erros inatos da imunidade e de malformagdes do nariz, orelhas e garganta.

» Necessidade de inicio do tratamento para rinite concomitante ao inicio da intervengao.

» Tratamento prévio com imunoterapia ou bioldgicos.

» Infecgdo nas 2 semanas que antecedem o inicio da intervengao.

» Uso de anti-histaminicos e descongestionantes (orais e topicos), anti-inflamatorios e
corticosteroides orais no periodo de 7 dias que antecedem o inicio da intervengao.

» Alergia ou reacdo adversa grave apds o inicio da intervengao.

» Nao aderéncia ao tratamento (ou seja, ndo apresentar uso regular, conforme a prescri¢do) por,

no minimo, um més continuo.
» Falta de comparecimento em mais de 50% das avaliagdes (clinicas e/ou laboratoriais) que

serdo realizadas durante a pesquisa.
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1.3. Co-variaveis

» ldade dos participantes.
» Estac¢ao climatica do ano em cada avaliagio.
» Condig¢des socios-econdmicas.

» Medicacdes orais e topicas em uso.

1.4. Determinacao do tamanho amostral

Considerando a taxa de resposta ao tratamento, ao final do estudo, para o grupo controle,
como 20% e para o grupo tratado, de 50% e, ainda, um nivel de significancia de 5% e um poder de

teste de 80%, o tamanho amostral total ¢ de 72 individuos, sendo 36 para cada grupo.

1.5. Randomizacao

Os pacientes serdo aleatoriamente alocados em dois grupos: GP e GC, através do método de

alocacdo por blocos de tamanho 4 a 6.

1.6. Cegamento

Os pacientes e 0s pesquisadores responsaveis pela avaliacdo ndo saberdo da alocacdo, pois 0s
grupos serdo divididos em A e B. Apos o término da coleta e antes da anélise dos dados, um
envelope lacrado contendo a associagdo verdadeira do placebo e probidtico aos grupos serad enviada
aos pesquisadores responsaveis. Estes somente abrirdo os envelopes ap0s a analise estatistica

completa dos dados adquiridos durante a coleta.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Protocolo de tratamento

Os pacientes receberdo a mistura de probioticos (Probiatop®, composto pelas cepas
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei e Bifidobacterium
lactis) ou placebo (colageno hidrolisado) na dose de 2 gramas (2 sachés) uma vez ao dia, sem o
conhecimento prévio pelo pesquisador/avaliador. Os pacientes serao orientados a diluir 2 sachés em
100mL de 4gua e ingerir pela manha, diariamente. O placebo deverd apresentar as mesmas
condi¢des de cor e consisténcia que a medicacao estudada. O periodo de tratamento sera 3 meses,
com acompanhamento durante o periodo de 5 meses. Durante ¢ apds o periodo da pesquisa, os
pacientes manterdo seus acompanhamentos nos Ambulatorios de Alergia, Otorrinolaringologia do

HCRP e do CSE Sumarezinho.

2.2 Avaliacao clinica

Os pacientes serdao diagnosticados clinicamente através das recomendagdes do ARIA. O
controle da RA sera avaliado pelo escore TNSS (corresponde aos ultimos 7 dias da avaliacdo) ¢ a
qualidade de vida sera avaliada pelo PRQLQ. Serdo realizadas 6 avaliacoes (baseline, 1, 2 e 3

meses apos inicio da intervengdo e 1 e 2 meses apos o final da mesma).

2.3 Avaliacao laboratorial

Dosagem de citocinas

Serd coletado SmL de sangue periférico dos pacientes, por profissionais treinados do
Departamento de Puericultura e Pediatria do HCFMRP-USP, para avaliacdo dos seguintes
marcadores inflamatérios: IL1J, IFN-y, IL4, ILS, I1L6, IL10, IL13, IL17, TGF- e TNF-o.

Ap0s a coleta, o sangue serd centrifugado a 4°C, 2.500rpm, por 10 min. A partir dessa amostra
serd obtido o plasma de cada paciente, que sera congelado a -70°C, armazenado em um
biorrepositorio denominado PROBRA (probiodticos rinite alérgica) sob a responsabilidade da
Biomédica Luciana Rodrigues. Posteriormente, as citocinas descritas serdo dosadas pelo método
ELISA (kit Duoset R&D Systems, Minneapolis-MN, USA), com placas de alta afinidade, de acordo
com as recomendac¢oes do fabricante. As avaliacdes serdao realizadas no inicio do estudo e ao final

da intervengao (0 e 3 meses).
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Dosagem de IgE total

Sera realizada em 2 momentos (0 e 3 meses apds inicio da intervengdo). Aqueles que ja
tiverem a dosagem em prontuario (antes da intervencao) nao necessitarao coletar novamente.

A IgE sérica total representa o anticorpo produzido apds o contato com determinado antigeno
sensibilizante, capaz de induzir a degranulagdo de mastocitos e consequente liberacao de histamina,
culminando com a reacgdo alérgica. As dosagens de IgE total serdo realizadas por meio de ensaio
fluoroenzimatico automatizado (Phadia ImmunoCap System, Uppsala, Sweden), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os resultados serdo expressos em kU/L e serdo considerados elevados

quando forem superiores a 100 kU/L.

Prick-teste

Ser4 realizado em 2 momentos (0 ¢ 3 meses apds inicio da intervengdo). Aqueles que ja
tiverem realizado o procedimento antes da interven¢do ndo necessitardo realizar novamente.

Serd realizado através de uma lanceta descartavel, introduzindo extratos antigénicos na
epiderme, que avaliardo a sensibilizagdo para Dermatophagoides pteronyssimus (Dpt),
Dermatophagoides farinae (DY), Blomia tropicalis (Bt), Blatella germanica (Bg), Periplaneta
americana (Pa), epitélio de cdo, epitélio de gato.

Em todos os momentos do estudo, os pacientes terdo acesso aos pesquisadores responsaveis
para quaisquer intercorréncias.

Um comité externo formado por trés profissionais ndo envolvidos com o estudo, serd

responsavel pelo monitoramento externo.

V1. Analise Estatistica

Trata-se de um ensaio clinico aleatorizado, duplo-cego e controlado que avaliaré a eficacia de
probioticos no controle da RA. As respostas serdo consideradas como relativas ao basal (observagao
futura dividida pelo basal x 100). Apods essas transformacdes, as médias serdo comparadas
ajustando-se modelos lineares de efeitos mistos. As incidéncias de controle de doenca serdo
comparadas por meio de riscos relativos estimados pelo ajuste de modelos de regressao log-
binomial.

O software utilizado para essas analises foram o SAS versao 9.4 e R versao 4.1.1.
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VIL. Aspectos Eticos

Todos os procedimentos especificados no projeto serdo submetidos ao Comité de Etica e
Pesquisa (CEP) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto.

Os pacientes selecionados serdo informados sobre o estudo pelo pesquisador responsavel, com
explicagdo detalhada sobre a intervengao e sobre os procedimentos que serdo realizados. A liberdade
de ndo participarem sera assegurada, garantindo que esta opg¢ao ndo afetard seu seguimento e plano
terapéutico. As intervengdes utilizadas neste protocolo nado irdo interferir, nem atrasar o tratamento
dos mesmos. O responsavel pelo participante podera ter acesso aos resultados da pesquisa, caso seja
do seu interesse.

O protuario eletronico do HCRP do participante serd consultado para registro das informagdes
da pesquisa e para avaliacao da historia médica e medicagdes concomitantes, além da avaliagao e
registro de exames laboratoriais. Apenas os pesquisadores envolvidos terdo acesso ao prontudrio e
em todo o momento, a confidencialidade das informacdes registradas e contidas no prontuario sera
assegurada. Somente os dados relevantes para o estudo vigente serdo avaliados durante a consulta
ao prontudrio eletronico.

Este estudo sera conduzido de acordo com as Boas Praticas para Pesquisa Clinicas
(http://www.ich.org/home.html), com inicio ap6s aprovacao do protocolo da pesquisa no CEP.

Sera solicitada, por profissionais treinados, a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE para todos os responsaveis dos participantes € o Termo de Assentimento Livre
e Esclarecido — TALE para as criangas alfabetizadas participantes, de acordo com a Resolugao CNS
466/12. Serao obtidas duas vias do termo, sendo uma retida pelo responsavel e outra arquivada pelo

pesquisador.

VIII. Or¢amento

Numero Custo (cada) Custo (total)
Probioticos® (caixa com R$ 70,00 R$ 12.600,00
. 180
30 unidades)
Placebo? 180 R$ 35,00 R$ 6.300,00
IgE total® 120 R$ 16,97 R$ 2.036,40
Testes cutaneos R$ 150,00 R$ 9.000,00
c 60
(extratos)
Testes cuta?eos (caixas 1 RS 125,00 RS 1.500,00
de lancetas)
Dosagem de marcadores
de tolerancia 8 R$ 2.920,15 R$ 23.361,15
imunologica e
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http://www.ich.org/home.html

inflamacao (Kits para

ELISA)°

Material para coletg de 3 RS 245,70 RS 737.10
sangue (scalps - caixa)®

Material para coleta de

sangue (tubos — caixa 1 RS 114,50 RS 114,50
com 100 unidades)®

Maca‘ 1 R$ 360,00 R$ 360,00
Caneta (caixa)® 1 R$ 25,70 R$ 25,70
Papel sulfite A4 ) R$ 13,00 R$ 26,00
(pacote)®

Total 56.060,85

a. As amostras de Probiatop®, placebo e os kits para dosagem das citocinas serdo doadas
pela Farmoquimica S/A. Os kits para citocinas serdo os mesmos a serem utilizados no projeto
intitulado “Estudo randomizado, duplo-cego controlado, sobre eficacia de probidticos combinados
no tratamento da asma em criangas e adolescentes”, j aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (CAAE:
65936122.9.0000.5440).

b. Estes exames ja s3o realizados rotineiramente como parte do seguimento ambulatorial e
ndo serdo realizados somente para fins desta pesquisa. Desta forma, ndo gerardo custos adicionais
para o hospital.

c. Estes exames e materiais serao financiados pelo Departamento de Pediatria.

d. Os equipamentos ja existem no hospital e, portanto, ndo havera custos adicionais.

IX. Cronograma

O estudo tera a duracdo aproximada de 60 meses:
e Meses 1-12 (agosto de 2023 até 2024) — revisdo bibliografica, aprovagado pelo CEP e
fase piloto.
e Meses 1242 (agosto de 2024 até fevereiro 2026) — inclusdo dos pacientes, execugdo
do protocolo de tratamento e coleta de dados.
e Meses 42-60 (fevereiro 2026 até julho 2028) — analise dos dados, redacao,

qualificacdo e defesa da tese.
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