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Federal de Santa Catarina, Florianopolis, 2012.

RESUMO

Introducéo: as infeccdes das vias respiratorias e a ativagdo de processos
inflamatdrios promovem deplecdo nutricional e declinio da funcéo
pulmonar, representando as principais consequéncias da Fibrose Cistica
(FC). Objetivo: avaliar a relagdo entre resposta inflamatoria, estado
nutricional e funcdo pulmonar em criangas e adolescentes com FC.
Sujeitos e Meétodos: estudo clinico-transversal realizado com 86
sujeitos distribuidos em Grupo Controle (GC, n= 31) e Grupo FC (GFC,
n= 55), redistribuido em GFC bacteriologia negativa (GFCB ) ou GFC
bacteriologia positiva (GFCB') e GFC Pseudomonas aeruginosa
negativa (GFCPa) ou GFC Pseudomonas aeruginosa positiva
(GFCPa"). A funcio pulmonar foi avaliada pelo Volume Expiratorio
Forcado no primeiro segundo (VEF;) e o estado nutricional pelo z-
escore de peso-para-idade (zP/l), estatura-para-idade (zE/I), indice de
massa corporal-para-idade (zIMC/1), &rea muscular do braco (zAMB),
area gordurosa do braco (zAGB) e percentual de gordura corporal
(%GC). A resposta inflamatéria foi avaliada pela dosagem de
mieloperoxidase (MPO), interleucina-1beta (IL-1p), fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a), proteina C-reativa (PCR), metabdlitos de dxido
nitrico (NOXx), adenosina deaminase (ADA) e contagem de leucdcitos,
neutrofilos, linfocitos e mondcitos. A analise bacterioldgica foi avaliada
na secrecdo da cavidade orofaringea. Foi adotado um nivel de
significancia p< 0,05.

Resultados: o VEF; foi significativamente maior no GC (88,57%)
comparado com GFC (66,77%; p=0,001), GFCB" (57,87%; p<0,001) e
GFCPa" (54,82%; p<0,001). Comparados ao GC e ap6s analise ajustada
para varidveis de confusdo observou-se: redugéo do zIMC/l e zZAMB no
GFC (p=0,030; p=0,019), GFCB" (p=0,030; p=0,029), e GFCPa"
(p=0,047; p=0,026). Aumento da MPO (p<0,001, todos subgrupos), IL-
1B (p<0,001, todos subgrupos) e PCR (GFC: p=0,002; GFCB:
p=0,007; GFCB™: p=0,009; GFCPa : p=0,004 e GFCPa": p=0,020).
Nos GFCB" e GFCPa" 0 NOx (p=0,001; p<0,001), leucdcitos (p=0,002;
p=0,001) e neutrofilos (p=0,003; p<0,001) estavam aumentados. No
GFC foi observada correlago positiva entre VEF; e zP/I (p=0,009), zE/I



(p=0,006), zIMC/l (p=0,028) e zAMB (p=0,027) e negativa com
leucdcitos (p=0,008) e neutrofilos (p=0,031), correlacdo negativa entre
zZAMB e NOx (p=0,028). Concluséo: sujeitos com FC independente do
tipo de infeccdo acometida apresentam resposta inflamat6ria importante
caracterizada por aumento de MPO, IL-1p e PCR. A bacteriologia
positiva apresentou efeito aditivo na resposta inflamatéria levando ao
aumento do NOX, leucdcitos e neutrdfilos. A desnutricdo, leucocitose e
neutrofilia estdo correlacionadas com a redu¢do da fungéo pulmonar.

Palavras-chave: Adolescentes. Criancas. Estado nutricional. Fibrose
cistica. Fungdo pulmonar. Infeccdo. Inflamacéo.
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cystic fibrosis. Florianépolis, 2012. 145 f. Dissertation (Master in
Nutrition) — Graduate Program in Nutrition, Federal University of Santa
Catarina, Florianpolis, Brazil, 2012.

ABSTRAT

Background: the infections of the airways and the activation of
immune and inflammatory process promote nutritional depletion and
decline in lung function, representing the main consequences of cystic
fibrosis (CF). Aim: evaluate the relationship between inflammatory
response, nutritional status and pulmonary function in children and
adolescents with CF. Subjects andMethods: clinical-cross-sectional
study was conducted with 86 subjects distributed in Control Group (CG,
n= 31) and CF Group (CFG, n= 55), redistributed in CFG bacteriology
negative (CFGB™) or CFG bacteriology positive (CFGB®) and CFG
Pseudomonas aeruginosa negative (CFGPa) or CFG Pseudomonas
aeruginosa positive (CFGPa’). Pulmonary function was assessed by
Forced Expiratory Volume in the first second (FEV,) and the nutritional
status by indicators in Z-escore weight-for-age (zZW/A), height-for-age
(zH/A), body mass index-for-age (zBMI/A), arm muscle area (zZAMA),
arm fat area (zAFA) and percentage of body fat (%BF). Inflammatory
response was assessed by measurement of myeloperoxidase (MPO),
interleukin-1beta (IL-1B), tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), C-
reative protein (CRP), nitric oxide metabolites (NOx), adenosine
deaminase (ADA) and leukocytes, neutrophils, lymphocytes, monocytes
counts. Bacteriological analysis was assessed in the secretion of the
oropharyngeal cavity. Was adopted a significance level of p<0.05.
Results: the FEV; was significantly higher in CG (88.57%) compared
with CFG (66.77%, p=0.001), CFGB" (57.87, p<0.001) and CFGPa"
(54.82, p<0.001). Compared to CG and after adjustment for
confounding variables was observed: reduction the zBMI/A and zAMA
in CFG (p=0.030; p=0.019), CFGB" (p=0.030; p=0.029), and CFGPa"
(p=0.047; p=0.026). Increased to MPO (p<0.001, all subgroups), IL-1p
(p<0.001, all subgroups) and CRP (CFG: p=0.002; CFGB : p=0.007;
CFGB™: p=0.009; CFGPa : p=0.004 and CFGPa": p=0.020). In the
CFGB® and CFGPa’, the NOx (p=0.001; p<0.001), leukocytes
(p=0.002; p=0.001) and neutrophils (p=0.003; p<0.001) was increased.



In the CFG was observed positive correlation between FEV, and zZW/A
(p=0.009), zH/A (p=0.006), zBMI/A (p=0.028) and zZAMA (p=0.027)
and negative with leukocytes (p=0.008) and neutrophils (p=0.031),
negative correlation between zAMA and NOx (p=0.028). Conclusion:
subjects with CF independent of infection involved showed important
inflammatory response characterized by increased MPO, IL-1B and
CRP. The bacteriology positive had additive effect on the inflammatory
response by increasing the NOx, leukocytes and neutrophils.
Malnutrition, leukocytosis and neutrophilia are correlated with reduced
lung function.

Keywords: Adolescents. Children. Nutritional status. Cystic fibrosis.
Pulmonary function. Infection. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

As infecgbes persistentes das vias respiratorias e a
hiperresponsividade imune representam fatores importantes para o
prognostico da Fibrose Cistica (FC). Uma das caracteristicas da
inflamacdo das vias aéreas na FC é a predominancia, fluxo continuo e
acumulo de neutréfilos (CONESE et al., 2003; DOWNEY; BELL;
ELBORN, 2009; KIENINGER; REGAMEY, 2010). Os neutréfilos
liberam proteases, incluindo a elastase neutrofilica, sendo que esta
enzima danifica diretamente a parede das vias aéreas por digerir a
elastina e outras proteinas estruturais (COURTNEY; ENNIS; ELBORN,
2004; ELIZUR; CANNON; FERKOL, 2008). Além disto, a elastase
neutrofilica prejudica as funcBes antibacterianas dos macréfagos e
neutrdfilos e estimula a liberacdo de quimiocinas de neutrofilos como a
interleucina-8 (SAGEL; ACCURSO, 2002). As bactérias e seus
produtos também estimulam a liberacdo de quimiocinas que recrutam
mais neutrofilos para as vias aéreas, aumentando a resposta inflamatdria
(CHMIEL; KONSTAN, 2007).

O infiltrado persistente de neutrdfilos nas vias aéreas favorece a
resposta inflamatdria com ativacao do fator de transcri¢do nuclear kappa
B (NF-kB). O NF-kB, por sua vez, promove a sintese de citocinas pro-
inflamatdrias, como fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina-
lbeta (IL-1B), interleucina-6 e interleucina-8 (BERGER, 2002;
ARMSTRONG et al., 2005; MAITRA et al., 2009; HANSEN et al.,
2010). A interleucina-6 e a inflamacdo persistente estimulam a produgéo
hepética de proteinas de fase aguda como por exemplo a proteina C-
reativa (PCR) (KIM; DEUTSCHMAN, 2000; JEAN-BAPTISTE, 2007).
Ainda como resposta a inflamacéo a enzima mieloperoxidase (MPO) é
secretada em grandes quantidades por neutrofilos ativados e produz os
acidos oxidantes hipocloroso, hipobromoso ou hipoiodoso que
apresentam atividade anti-bactericida (van der VEEN; WINTHER,;
HEERINGA, 2009; DAVIES, 2011).

Outra enzima que esta presente neste processo é a adenosina
deaminase (ADA) com atividade nos linfécitos T e macrofagos, sendo
encontrada em altas concentracGes nos tecidos linféides (ALDRICH;
BLACKBURN; KELLEMS, 2000). Por esta razdo, a ADA tem sido
considerada como um marcador de imunidade mediada por células e, em
particular, como um marcador da ativacdo de linfécitos T (LANIADO-
LABORIN, 2005). A inflamacio esta associada, também, a alteracdes
significativas na biossintese de 6xido nitrico (NO - do inglés, Nitric
Oxide), um composto enddgeno produzido a partir de L-arginina por
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meio da acdo da enzima 6xido nitrico sintase (ADAMS-CHAPMAN;
STOLL, 2001; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). A producéo
de oOxido nitrico sintase induzivel pode ser desencadeada por diversos
mecanismos, dentre eles endotoxinas, macrofragos ativados, TNF-a, IL-
1B, interleucina-2, interferons, portanto, é uma enzima mediadora da
inflamacdo (MONCADA,; HIGGS, 2006; JEAN-BAPTISTE, 2007). O
NO apresenta uma meia-vida curta, tornando-o muito dificil de aferir
diretamente. Contudo, este composto é degradado em metabdlitos
(nitritos e nitratos), que sdo produtos mais estaveis, e tém sido utilizados
como marcadores indiretos da sintese de NO (ADAMS-CHAPMAN;
STOLL, 2001; CHOI et al., 2001).

O defeito genético, caracterizado por mutacdes deletérias no gene
que codifica a proteina reguladora da condutancia transmembrana da FC
(CFTR - do inglés, Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator) descrito
na FC parece contribuir intensivamente para a persisténcia da
inflamac&o e infeccdo. A relacdo sinérgica entre inflamacéo, infecgdo e
lesdo pulmonar resulta no progressivo declinio da fungéo pulmonar e em
morte prematura dos pacientes com FC (van der VLIET; CROSS, 2000;
ROVEDDER et al.,, 2008). Estudos comprovam que o declinio da
funcdo pulmonar e a desnutri¢do sao fatores relacionados e dependentes,
uma vez que, a ocorréncia da desnutricdo est4 associada & fungdo
pulmonar reduzida e a diminuicdo da sobrevida (STAPLETON et al.,
2001; KONSTAN et al., 2003; PETERSON; JACOBS; MILLA, 2003;
LUCIDI et al.,, 2009). A perda de peso acentuada predispbe a
diminuicdo de massa magra, com consequéncias sobre os musculos
respiratorios e elasticidade pulmonar. Portanto, o estado nutricional esta
relacionado a integridade do sistema respiratorio (GROENEWEG et al.,
2002; BILTON, 2008).

Uma das principais causas de deplecdo nutricional em pacientes
com FC é o aumento do gasto energético devido as infeccbes de
repeticdo, inflamacdo persistente e aumento do esfor¢o respiratorio
(GROENEWESG et al., 2002; ADDE; RODRIGUES; CARDOSO, 2004;
BILTON, 2008; SALVATORE et al., 2010). Além disto, 0 processo
inflamatdrio gerado na FC é mediado por citocinas pré-inflamatérias,
dentre elas TNF-o e IL-1B, que tém efeitos anoréxicos (DODGE;
TURCK, 2006).

A partir das consideracfes acima, o objetivo deste estudo foi
avaliar a relacdo entre resposta inflamatoria, estado nutricional e funcéo
pulmonar em criancas e adolescentes com FC.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 FIBROSE CISTICA

A Fibrose Cistica (FC) ou mucoviscidose € uma doenca que
ocorre em todo 0 mundo, em praticamente todos 0s grupos étnicos. Em
caucasianos, é o mais comum dos distlrbios com herenga autossémica
recessiva e ocorre igualmente em ambos os sexos (HAMOSH et al.,
1998; SINAASAPPEL et al., 2002). A FC € causada por mutacdes
deletérias em um gene que codifica uma proteina do canal de cloro
denominada proteina reguladora da condutancia transmembrana da FC
(CFTR - do inglés, Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator). A
proteina CFTR est4 envolvida no transporte de ions e moléculas como,
por exemplo, na regulacéo do fluxo de cloro, sddio e 4gua por meio das
membranas das células epiteliais nos pulmdes, pancreas, intestino, entre
outros 6rgdos. Portanto, na FC ocorre 0 acometimento multissistémico
devido a alteracdo da funcéo das glandulas exdcrinas (ANDRADE et al.,
2001; BRICE; JARRETT; MUGFORD, 2007; ROSA et al., 2008;
CHAVES et al., 2009; ZIEGLER et al., 2009).

As primeiras referéncias sobre a doenca aparecem descritas desde
0 século XVI. Landstainer, em 1905, publicou o primeiro relato de um
recém-nascido com FC, relacionando o ileo meconial com a
insuficiéncia pancreatica exocrina (RIBEIRO; RIBEIRO; RIBEIRO,
2002). Em 1936, a FC foi descrita como uma doenca com caracteristicas
clinicas semelhantes da sindrome celiaca, porém, com insuficiéncia
pancreatica exécrina associada, pancreas fibroso, doenca pulmonar e
bronquiectasias (FANCONI; UEHLINGER; KNAUER, 1936). A FC foi
reconhecida como uma doenca diferenciada da sindrome celiaca em
1938, sendo caracterizada por ma absorcdo de gordura e proteina,
esteatorreia, déficit de crescimento e infeccdo pulmonar (ANDERSEN,
1938). O termo “mucoviscidose” foi descrito devido a obstrugdo por
MUCO Viscoso, espesso e pegajoso dos ductos das glandulas mucosas de
todo organismo (FARBER, 1945).

Em 1953, a alteracdo no conteldo de eletr6litos no suor foi
reconhecida como sendo um defeito na FC (DI SANT’AGNESE et al.,
1953). No ano de 1959, foi padronizado o diagnéstico diferencial da FC,
realizado pelo teste do suor, método que identifica alguns pacientes com
FC sem insuficiéncia pancreédtica (GIBSON; COOKE, 1959). Este
método diagndstico ainda é utilizado na pratica clinica atual (NELSON;
ADAMSKI; TLUCZEK, 2011). Shwachman e Kulczycki (1958)
estabeleceram um método de avaliagdo da gravidade da doenga,
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considerando a atividade geral do paciente, o exame fisico, os aspectos
nutricionais e os achados radioldgicos. Este método compara as
manifestacdes clinicas da FC entre os pacientes, avalia os efeitos do
tratamento e atribui critérios de diagnostico, utilizado até hoje na pratica
clinica sendo denominado escore de Shwachman-Kulczycki (STOLLAR
et al., 2011). Além disso, também foi observado que individuos com FC
tinham um aumento sérico da enzima tripsina imunorreativa, sugerindo
que este biomarcador poderia ser utilizado no recém-nascido como um
teste de triagem para FC (CROSSLEY; ELLIOTT; SMITH, 1979).

A FC tem uma incidéncia de aproximadamente 1:3.000 nascidos
vivos na populacdo caucasiana, porém sua ocorréncia é mundial
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004). A incidéncia para
pessoas de origem europeia é de aproximadamente 1:2.500 nascidos
vivos e 1:3.700 nascidos vivos dos Estados Unidos da América
(HAMOSH et al., 1998; SINAASAPPEL et al, 2002; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2004; VIDIGAL et al, 2008;
PLANELLS-CASES; JENTSCH, 2009).

No Brasil, a incidéncia estimada para a regido Sul é mais préxima
da populagdo caucasiana centro-europeia, decrescendo em direcdo a
regido Sudeste e Norte do Pais (RASKIN et al., 2008). Estudos
regionais mostram dados estatisticos variaveis que sugerem uma
incidéncia da doenga na regido Sul e Sudeste de aproximadamente
1:7.500 nascidos vivos (RASKIN et al., 2008). Porém, ndo existem
estudos epidemioldgicos ou triagem neonatal abrangentes que permitam
estimar a incidéncia da doenca nas diversas regides do pais (ROSA et
al., 2008). Contudo, a World Health Organization (WHO) sugere uma
incidéncia de aproximadamente 1:7.000 nascidos vivos no pais como
um todo (WHO, 2004). No Brasil existem aproximadamente 1.250
individuos com FC, dos quais 127 (10,2%) estdo em Santa Catarina
(BRASIL, 2009).

Quando na descoberta da doenca, a sobrevida acima dos cinco
anos de idade era rara, uma vez que 80% das criancas afetadas morriam
no primeiro ano de vida. Com o crescente avanco no diagnostico e
estratégias terapéuticas desenvolvidas, a expectativa de vida destes
pacientes tem sido elevada. Porém, ainda assim, de 15% a 20% das
criancas com FC morrem antes de seu décimo ano de vida (ROSA et al.,
2008; ZIEGLER et al., 2009). Nos Estados Unidos, a mediana de
sobrevida aumentou de um ano de idade em 1940 para 20 anos de idade
em 1980, chegando a 27,6 anos de idade em 1990 (KEREM et al., 1992)
e aumentando para 38,3 anos de idade em 2010 (CYSTIC FIBROSIS
FOUNDATION, 2011). Um estudo de coorte, realizado no Brasil entre
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0s anos de 1970-1994, com 111 pacientes diagnosticados com FC,
mostrou que a média de sobrevida dos pacientes foi 12,6 anos de idade
(REIS; CAMARGOS; ROCHA, 1998). Em outro estudo Brasileiro
foram avaliados 104 pacientes, atendidos entre os anos de 1990 e 2000,
sendo observada uma mediana de sobrevida de 18,4 anos de idade ap6s
o diagndstico (ALVAREZ et al., 2004).

O gene responsavel pela FC isolado e sequenciado por Lap-Chee
Tsui e Francis Collins em 1989 (KEREM et al., 1989), localiza-se no
braco longo do cromossomo 7, no locus g31 e é formado por acido
desoxirribonucleico (DNA - do inglés, Deoxyribonucleic Acid) de 250
quilobases, com 27 éxons, representando cerca de 5% do DNA
gendmico e tem a propriedade de codificar um &cido ribonucléico
mensageiro (RNAm - do inglés, Ribonucleic Acid mensseger) de 6,5
quilobases. Este RNAm transcreve a proteina CFTR, composta por
1.480 amino4cidos (ROSA et al., 2008; STERPONE et al., 2009; OOl
et al., 2011). A proteina CFTR & sintetizada no nicleo, tem maturacédo
em organelas citoplasmaticas e é expressa na membrana das células
epiteliais (ROSA et al., 2008; PLANELLS-CASES; JENTSCH, 2009;
STERPONE et al., 2009; ROLIM et al., 2010).

O fendtipo classico da FC caracteriza-se pelas infeccBes
pulmonares, insuficiéncia pancreética, ma absor¢do, doenca hepatica e
perda de eletrélitos no suor. A heterogeneidade do fenétipo pode ser
explicado pelas diversas classes de mutacbes do gene CFTR
(SOUTHERN, 2007). Foram identificadas, at¢ o momento, mais de
1.900 mutagbes do gene CFTR (CYSTIC FIBROSIS MUTATION
DATABASE, 2011), as quais estdo divididas em seis classes diferentes,
baseadas nas altera¢des do comportamento molecular da proteina CFTR
(DOULL, 2001; PLANELLS-CASES; JENTSCH, 2009; ROLIM et al.,
2010). A mutacdo CFTR mais comum é uma delecdo de trés pares de
bases, localizada no éxon 10, que resulta na dele¢do de um c6don para
fenilalanina na posi¢cdo 508 da proteina. Esta mutacdo, classe Il, €
denominada delta F508, AF508 ou DF508, uma vez que “D” significa
deleg¢do e “F” fenilalanina (REIS; DAMACENO, 1998; CABELLO et
al., 2003; BRICE; JARRETT; MUGFORD, 2007; SOUTHERN, 2007).

O defeito genético responsavel pelas manifestacbes da FC pode
ser encontrado em todas as células secretoras do organismo.
Compromete, principalmente, os pulmdes, porém, os distlrbios no
sistema gastrointestinal também estdo presentes (MOSKOWITZ et al.,
2008; CHOE et al., 2010) onde, a complicacdo mais frequente é a
insuficiéncia exdcrina do pancreas, presente em 85% a 90% dos
pacientes. Os sinais tipicos da insuficiéncia pancreatica sdo: diarréia,
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com evacuacdes de fezes volumosas e fétidas, flatuléncia e distenséo/dor
abdominal. A principal consequéncia é a ma digestdo/absorcdo de
macronutrientes, principalmente, lipideos e proteinas, bem como das
vitaminas lipossolaveis (A, D, E e K) e dos minerais calcio, magnésio e
zinco (O’SULLIVAN; FREEDMAN, 2009; ROLIM et al., 2010;
WERLIN et al., 2010). Os principais sinais clinicos da insuficiéncia
pancreatica sdo a esteatorreia e o déficit no crescimento, podendo ainda
desenvolver perda éssea, devido a diminuicdo das concentracdes séricas
de metabdlitos da vitamina D. O diagnostico e acompanhamento clinico
desta insuficiéncia € realizado pela dosagem da elastase fecal ou
indiretamente pela gordura fecal, determinada pelos métodos Sudam Il1
e Esteatdcrito (van den NEUCKER et al.,, 2001; WALKOWIAK;
LISOWSKA; BLASZCZYNSKI, 2008).

O protocolo padréo de tratamento para a ma absor¢do de macro e
micronutrientes em pacientes com insuficiéncia pancreética exocrina,
incluindo os pacientes com FC, é efetuado por meio da terapia de
reposicdo enzimatica e vitaminica. O principio da reposicdo enzimatica
¢ complementar as enzimas protease, amilase e lipase que sao
produzidas e utilizadas inadequadamente na insuficiéncia pancreéatica
(BOROWITZ; BAKER; STALLINGS, 2002; KREINDLER, 2010). As
enzimas pancreéaticas exogenas, extraidas de fontes suinas, também sdo
chamadas de pancrelipase ou pancreatina e sdo apresentadas em
capsulas contendo microesferas para administracdo oral, com uma
mistura de protease, amilase e lipase (SIKKENS et al., 2010).

A dose de reposicdo enzimética é adaptada conforme o consumo
de gordura do paciente. Preconiza-se uma dose de 500 a 2.500 Ul de
lipase/kg/refeicdo ou 400 a 4.000 Ul de lipase/grama de gordura
ingerida/dia, com valores maximos de 10.000 Ul de lipase/kg/dia
(BOROWITZ; BAKER; STALLINGS, 2002; SINAASAPPEL et al.,
2002; STALLINGS et al, 2008). A dose é aumentada,
progressivamente, para evitar a colonopatia fibrosante, considerando
como sintomas o ganho ponderal e a perda de gordura nas fezes
(SIKKENS et al., 2010; SALVATORE et al., 2011). As enzimas
pancredticas devem ser ingeridas com todos os alimentos (exceto frutas
in natura e suco de frutas), em especial com os produtos lacteos,
incluindo suplementos, dietas elementares e semi-elementares.
Recomenda-se ingerir as enzimas antes da refeicdo, porém em refeicdes
prolongadas, metade da dose deve ser ingerida no inicio da refeigdo e o
restante no meio dela. Para os lactentes ou criangcas com dificuldade de
ingerir a cépsula inteira, recomenda-se abrir e oferecer as microesferas
junto com o leite materno ou férmula infantil (BOROWITZ; BAKER,;
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STALLINGS, 2002; SIKKENS et al., 2010). A suplementacdo de
vitaminas lipossoliveis faz parte do protocolo de tratamento de
pacientes com FC e tem seguido as doses propostas pelo Consenso
Americano de Fibrose Cistica (BOROWITZ; BAKER; STALLINGS,
2002). A dose baseia-se na normalizacdo das concentracGes séricas das
vitaminas, sem que cause hipervitaminose. Desta maneira, é necessario
verificar as concentracdes séricas das vitaminas apds alguns meses de
suplementacdo e/ou antes de uma mudanca no tratamento de reposicao
enzimatica (SINAASAPPEL et al., 2002; KEREM et al., 2005).

Outras manifestacfes na FC incluem o aparecimento da diabetes
mellitus, ileo-meconial, constipacdo intestinal e colonopatia fibrosante
(REIS; DAMACENO, 1998; DODGE; TURCK, 2006; O’SULLIVAN;
FREEDMAN, 2009). As secrecdes intestinais espessas, a ma absorcdo e
a diminuicdo da motilidade intestinal podem levar & sindrome da
obstrugdo intestinal distal ou constipacdo cronica (WILSCHANSKI;
DURIE, 2007; O’SULLIVAN; FREEDMAN, 2009).

2.2 FIBROSE CISTICA, FUNCAO PULMONAR E ESTADO
NUTRICIONAL

As principais repercussdes clinicas da FC estdo relacionadas ao
comprometimento pulmonar, sendo as manifestagdes respiratorias
responsaveis por 90% dos casos de morbidade e mortalidade. Ao
nascimento, os pacientes com FC tém pulmdes praticamente normais,
contudo, j& ha presenca de muco nas glandulas mucosas pulmonares
(KHAN et al., 1995). Nos pulmdes, as alteracbes do transporte ibnico
promovem a reducdo do liquido da superficie das vias aéreas,
desidratacdo do muco e aumento da concentracdo de mucina
(BOUCHER, 2007a; ZIEGLER et al., 2009). O aumento da
concentracdo de mucina, por sua vez, promove condigdes hipoxémica
no muco, conduzindo & producdo de secre¢cGes mucosas espessas,
viscosas e aderentes. Consequentemente ocorre diminuicdo da
depuracdo mucociliar acarretando, desta maneira, o acimulo deste muco
e a obstrucdo dos ductos das glandulas exdcrinas (BRICE; JARRETT;
MUGFORD, 2007; PISI; CHETTA, 2009; ZIEGLER et al., 2009).

A obstrucdo dos ductos exdcrinos facilita a formacdo de uma
camada de aprisionamento para 0s microorganismos inalados, que ndo
sdo eficazmente removidos das vias aéreas, predispondo a infeccéo
bacteriana e desencadeamento de um processo inflamatério. As
secrecdes das vias aéreas contém citocinas pro-inflamatorias e proteases
gue destroem o tecido pulmonar, contribuindo para o desenvolvimento
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de recorrentes exacerbacfes pulmonares e eventual faléncia respiratoria
(GELLER; RUBIN, 2009; PISI, CHETTA, 2009). Portanto, existe uma
relacdo sinérgica entre infeccdo bacteriana, inflamacdo e destruicéo
brénquica (van der VLIET; CROSS, 2000; ROVEDDER et al., 2008).
As anormalidades na funcdo ventilatéria em pacientes com FC
correlacionam-se com a gravidade das alteracdes estruturais do pulméo
e com as manifestac@es clinicas (ANDRADE et al., 2001; ZIEGLER et
al., 2009).

Para avaliar a funcdo pulmonar e a atividade e progresséo da FC,
utiliza-se a espirometria (LOEVE et al., 2011). Normalmente, a
avaliacdo espirométrica é realizada em cada consulta ambulatorial em
criancas a partir de cinco anos de idade e permite identificar a presenca
de distlrbio ventilatério, assim como avaliar o grau de
comprometimento das vias aéreas. A espirometria também ¢é util para
monitorar a resposta as intervencfes terapéuticas. A avaliacdo e a
monitorizacdo dos fluxos aéreos terminais permitem a deteccéo precoce
e a prevencdo de alteragdes funcionais maiores (KONSTAN et al., 2007,
BILTON, 2008; ROSENTHAL, 2008).

O Volume Expiratdrio Forcado no primeiro segundo (VEF;) é um
pardmetro frequentemente utilizado como indicador de deterioragdo
pulmonar. Quanto menor o VEF;, maior o esforgo respiratorio e este
aumento esta relacionado aos problemas na troca gasosa. Além disto,
uma alteracdo na funcdo pulmonar, ou seja, uma queda no percentual de
VEF,; indica que a infeccdo ou inflamacdo esta descontrolada e uma
mudanga no tratamento é necessaria (GROSSMAN; GROSSMAN,
2005; BILTON 2008; ZIEGLER et al., 2009). A taxa de declinio no
VEF; é em torno de 2% ao ano para os pacientes com FC. Porém, esta
taxa varia de acordo com a frequéncia e gravidade das exacerbacGes
pulmonares (REIS; DAMACENO, 1998; GROSSMAN; GROSSMAN,
2005).

Estudos comprovam que o declinio da funcdo pulmonar e a
desnutricdo sdo fatores relacionados e dependentes, uma vez que a
ocorréncia da desnutricdo esta associada a funcdo pulmonar reduzida e a
diminuicdo da sobrevida (COREY et al., 1988; THOMSON et al., 1995;
ELBORN; BELL, 1996; MAHADEVA et al., 1998; STAPLETON et
al., 2001; KONSTAN et al., 2003; PETERSON; JACOBS; MILLA,
2003; LUCIDI et al., 2009). A perda de peso acentuada predispde a
diminuicdo de massa magra, com consequéncias sobre os musculos
respiratorios e a elasticidade pulmonar. Portanto, a manutencdo do
estado nutricional adequado é fundamental para a integridade do sistema
respiratorio e aumento da sobrevida dos pacientes com FC
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(GROENEWESG et al., 2002; BILTON, 2008).

Em estudo que avaliou duas coortes com pacientes com FC, uma
de Boston e a outra de Toronto, relatou maior sobrevida nos pacientes
de Toronto, sendo esta atribuida ao seu melhor estado nutricional
(COREY et al., 1988). Em um estudo de acompanhamento, durante dois
anos, com criancas com FC mostrou melhora no VEF; naquelas que
ganharam peso em comparacdo com as que perderam (PETERSON;
JACOBS; MILLA, 2003). Lucidi et al. (2009) avaliaram 620 pacientes
com FC com idade entre 6 e 18 anos e observaram uma correlacdo
positiva entre a funcio pulmonar e peso, altura e indice de Massa
Corporal (IMC). No passado, a desnutricdo era comum e considerada
uma caracteristica clinica intrinseca da FC. No entanto, atualmente, a
desnutricdo e o retardo do crescimento apresentaram reducdo na
prevaléncia em pacientes com FC (LUCIDI et al., 2009). Os dados de
registros de pacientes com FC nos Estados Unidos da Ameérica e na
Europa tém mostrado uma melhora tanto no estado nutricional como na
funcdo pulmonar (DODGE et al., 1997; LAI et al., 1999; FOGARTY,;
HUBBARD; BRITTON, 2000).

A insuficiéncia nutricional, entretanto, continua sendo um
problema para muitos pacientes com FC (LUCIDI et al., 2009). Os
problemas nutricionais envolvidos na FC sdo multifatoriais, sendo que
existem trés fatores principais que contribuem para a desnutricdo: (1)
ingestdo insuficiente de energia; (2) aumento da perda energética; (3)
aumento do gasto energético (SINAASAPPEL et al., 2002). A ingestéo
insuficiente de energia, devido a anorexia, geralmente é causada pelos
problemas respiratorios, refluxo gastroesofagico e tosse (PENCHARZ;
DURIE, 2000; PINTO, SILVA, BRITTO, 2009). Além disto, o processo
inflamatoério gerado na FC é mediado por citocinas pro-inflamatorias,
dentre elas o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interleucina-1beta
(IL-1B), que também tém efeitos anoréxicos (DODGE; TURCK, 2006).
O aumento da perda energética ocorre, principalmente, devido as
caracteristicas de ma digestdo/absorcdo de nutrientes resultantes da
insuficiéncia pancreatica (SINAASAPPEL et al.,, 2002; MATEL;
MILLA, 2009). A glicosUria, presente em pacientes com diabetes
mellitus relacionada a FC e a perda de proteina no escarro, também
podem contribuir para as perdas energéticas (SINAASAPPEL et al.,
2002). O aumento do gasto energético ocorre devido as infecgdes de
repeticdo, a inflamagdo persistente e ao aumento do esforgo respiratério
(ADDE; RODRIGUES; CARDOSO, 2004; BILTON, 2008;
SALVATORE et al.,, 2010). Ranganathan et al. (2011) avaliaram a
relagdo entre a inflamacdo e o estado nutricional de 43 criangas e
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adolescentes com FC e detectaram uma correlagdo negativa entre
elastase neutrofilica e IMC. Portanto, existe uma relagdo sinérgica entre
desnutricdo e maior suscetibilidade a doengas infecciosas levando a
repostas imunoldgicas e metabdlicas alteradas que, por sua vez, alteram
ainda mais o estado nutricional (KEUSCH, 2003). Para compensar este
desequilibrio energético recomenda-se um consumo de 110 a 200% a
mais de calorias do que a quantidade diaria estabelecida pelas
Recommended Dietary Allowances (RDA) de 1989 (STALLINGS et al.,
2008).

Em 2002, o Consenso Americano de FC sugeriu utilizar as
referéncias preconizadas pelo National Center for Health Statistics
(NCHS) (1977) e Center for Disease Control and Prevention (CDC)
(KUCZMARSKI et al., 2000) para avaliar o estado nutricional. No
entanto, 0s instrumentos atuais para o diagndstico nutricional séo
baseados nas curvas de crescimento publicadas pela WHO (2006/2007).
A WHO reformulou as recomendacdes anteriores do NCHS (1977) e
CDC (2000) para as criangas e Must et al. (1991) para os adolescentes
com a incorporagdo das novas curvas de crescimento. As curvas de
crescimento publicadas pela WHO em 2006 avaliam o crescimento e
estado nutricional de criangas até a idade pré-escolar, criancas menores
de 5 anos, utilizando os indicadores estatura-para-idade (E/I), peso-para-
idade (P/I), peso-para-estatura (P/E) e indice de massa corporal-para-
idade (IMC/1). Em relacdo ao conjunto de curvas, elaborado em 2007,
este apresenta como publico alvo criangas a partir dos 5 anos até
adolescentes de 19 anos, utilizando os indicadores E/I, P/l e IMC/I.

A associacdo de medidas antropométricas aumenta a acuracia no
diagndstico nutricional e detecta alteragbes precoces do estado
nutricional, antecipando as intervengdes e retardando o declinio da
funcdo pulmonar nos pacientes com FC (RANGANATHAN et al.,
2011). As medidas de circunferéncia do braco (CB) e a dobra cutanea
tricipital (DCT), além de medidas adicionais calculadas a partir da CB e
DCT, que sdo a Circunferéncia Muscular do Braco (CMB), Area
Muscular do Brago (AMB) e Area gordurosa do Brago (AGB) fornecem
informacg0es clinicas mais precisas da massa muscular e massa gorda. A
classificacdo de referéncia para estas medidas foram propostas por
Frisancho (1981). A avaliacdo da associacdo de medidas do estado
nutricional em criangas e adolescentes com FC mostrou que a CMB
identificou um maior percentual de desnutricdo (52%) do que o IMC/I,
que apresentou 31,2% de desnutricdo e 14,5% de risco nutricional.
Observou-se ainda que, todos os pacientes com obstrugcdo moderada ou
grave da funcdo pulmonar apresentavam desnutrigdo pelo critério da
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CMB (CHAVES et al., 2009). Assim, evidencia-se que a andlise da
composicdo corporal é relevante para uma melhor avaliacdo do estado
nutricional, uma vez que o gasto energético aumentado devido a
presenca de inflamacao e infeccdo € um dos principais responsaveis pela
deplecéo nutricional (RANGANATHAN et al., 2011).

2.3 RESPOSTA INFLAMATORIA

A resposta do organismo a uma infecgdo ou lesdo tecidual é
definida como inflamacdo, que € desencadeada para erradicar 0s
microorganismos ou irritantes e potencializar a reparacdo tecidual
(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). Portanto, a inflamagéo ¢
uma resposta imune essencial que permite a sobrevivéncia e mantém a
homeostase do tecido em uma variedade de condigBes nocivas e
geralmente se manifesta por sinais tipicos de dor, calor, rubor, edema e
perda da fun¢do (MEDZHITOV, 2010).

A inflamac&o é controlada e mediada pelo sistema imunoldgico,
composto por dois subsistemas que interagem entre si: 0 inato e o
adquirido (HERALD, 2010). O sistema imune inato pode ser
considerado como a primeira linha de defesa, uma vez que o epitélio da
pele e mucosa funciona como uma barreira mecénica a invasdo de
antigenos (TOSI, 2005; ELKIND, 2010). As fases de vasodilatacéo,
aumento da permeabilidade vascular e infiltracdo celular sdo parte da
resposta imune inata. Os principais componentes celulares desta
resposta sdo os macrdfagos, células dendriticas, células natural killer e
neutréfilos. Além destes componentes celulares, as proteinas efetoras
circulantes, como o sistema complemento e de coagulagdo, proteinas de
fase aguda e as cininas desempenham um papel importante na
imunidade inata (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). Portanto,
0 sistema imune inato conta com a funcdo de defesa de superficie,
sintese de citocinas, ativagcdo do sistema complemento e das respostas
fagocitarias (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; HERALD,
2010).

O sistema imune adquirido € desencadeado ap6s o
reconhecimento do antigeno pela resposta imune inata, sendo que este
sistema apresenta uma resposta mais especifica aos antigenos. Os
linfocitos sédo os principais componentes celulares da resposta adquirida,
sendo divididos em linfdcitos T e linfécitos B. Os linfécitos T fazem a
inducdo da resposta, sdo responsaveis pelas reagfes imunoldgicas
mediadas por células e produzem citocinas que amplificam a resposta
inflamatdria. Os linfdcitos B sdo responséaveis pela resposta humoral e
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se diferenciam em plasmécitos, os quais produzem e secretam
anticorpos (TOSI, 2005; HERALD, 2010). O objetivo do organismo
com o processo de inflamagdo, como parte da resposta imunoldgica
inata ou adquirida, é a destruicdo e eliminacdo do agente nocivo
(CONE, 2001).

Portanto, o sistema imunolégico atua numa rede de cooperacao,
envolvendo a participagdo de componentes estruturais, moleculares e
celulares. Nesse cenario, encontra-se o estreito equilibrio entre a saude e
a doenca, em que tanto a deficiéncia, quanto a ativagdo da resposta
inflamatoria resultam em dano tecidual (TRACEY, 2002; MACHADO
et al., 2004). Uma resposta inflamatdria tipica consiste em quatro
componentes: os indutores inflamatérios, como por exemplo, bactéria,
virus e parasitas; 0s sensores que detectam os indutores, denominados
de células imunes; os mediadores inflamatérios secretados pelos
sensores como, por exemplo, as citocinas, leucotrienos, tromboxanos e
prostaglandinas; e os tecidos-alvo que sdo afetados pelos mediadores
inflamatérios. Portanto, a via apropriada da resposta inflamatoria
dependera do tipo de infeccdo, ou seja, da natureza do gatilho
inflamatdrio, sendo que para manter a homeostase deve existir um
equilibrio entre os mediadores pré e anti-inflamatérios (ADAMS-
CHAPMAN; STOLL, 2001; MEDZHITOV, 2010). Existem varios
mediadores importantes que incluem proteases, constituintes do sistema
complemento, citocinas, fator de ativacdo plaquetaria, leucotrienos,
tromboxanos, prostaglandinas, interferon-gama, oxido nitrico (NO - do
inglés, Nitric Oxide), proteina C-reativa (PCR), além das enzimas
mieloperoxidase (MPQO) e adenosina deaminase (ADA) (ADAMS-
CHAPMAN; STOLL, 2001; EISERICH et al., 2002; NOVAKOVA;
DOLEZAL, 2011).

A enzima MPO é uma peroxidase heme secretada pelos
neutréfilos durante a ativacdo leucocitaria. Esta enzima é a proteina
mais abundante nos neutréfilos, representando 5% da massa seca
(EISERICH et al., 2002; van der VEEN; WINTHER; HEERINGA,
2009; DAVIES, 2011). Durante a ativacdo dos neutréfilos a MPO é
liberada para o fagossomo e para o espaco extracelular. Quando ativada,
a MPO forma peroxido de hidrogénio e com a adi¢ao de cloro, bromo
ou iodo, produz os acidos oxidantes hipocloroso, hipobromoso ou
hipoiodoso, respectivamente. Estes oxidantes contribuem na atividade
anti-bactericida dos neutréfilos (van der VEEN; WINTHER;
HEERINGA, 2009; DAVIES, 2011). Os macrdfagos expostos a MPO,
enzimaticamente ativa, apresentam um aumento na secre¢do de
citocinas, incluindo o TNF-a, IL-1p e interferons, aumentando a
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capacidade dos macrofagos em fagocitar os microorganismos (MALLE;
BUCH; GRONE, 2003). Porém, a geracdo excessiva de oxidantes
derivados de MPO, incluindo o &cido hipocloroso, tem sido associada ao
dano tecidual em muitas doengas, especialmente aquelas caracterizadas
por inflamacdo (HARWOOD et al., 2009). Torna-se evidente, portanto,
que a MPO exerce efeitos além de suas propriedades oxidantes, que
afetam diversos processos envolvidos na sinalizagéo celular e interagdes
célula-célula e, portanto, a MPO é uma enzima capaz de modular a
resposta inflamatéria (KLEBANOFF, 2005; van der VEEN;
WINTHER; HEERINGA, 2009).

As citocinas sdo um grupo de proteinas de baixo peso molecular,
produzidas por células como, mondcitos e macréfagos no foco
inflamatdrio, que medeiam a imunidade inata e adquirida (CORNETTE,
2004). Estdo envolvidas na sinalizagdo entre as células do sistema
imunoldgico e na modificagdo do metabolismo. Citocinas incluem as
interleucinas, interferons, fatores estimuladores de col6nias, TNF-a e
quimiocinas (GRIMBLE, 1998; ADAMS-CHAPMAN; STOLL, 2001;
AREND; GABAY, 2004). O TNF-a é uma citocina secretada pelos
macréfagos e monocitos ativados em resposta as infeccdes por bactérias
gram-negativas (JEAN-BAPTISTE, 2007). Porém, também desempenha
fungdo na resposta a outros organismos infecciosos (WARZOCHA et
al., 1995). Esta citocina € um mediador da cascata inflamatoria, porque
regula a producéo de vérias outras citocinas pré-inflamatérias, como por
exemplo, a quimiocina denominada interleucina-8 (IL-8) (ADAMS-
CHAPMAN; STOLL, 2001). O TNF-a é um potente ativador de
neutréfilos e fagdcitos mononucleares, além disto, estimula a secrecdo
de quimiocinas e a sintese da enzima 6xido nitrico sintase induzida
(iNOS - do inglés, inducible Nitric Oxide Synthase) (KIM;
DEUTSCHMAN, 2000; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). A
liberacdo sistémica de TNF-o pode, no entanto, precipitar uma cascata
destrutiva de acontecimentos que podem resultar em lesdo tecidual e
disfuncdo orgéanica. Entre os efeitos sisttmicos do TNF-o estdo a
inducdo de febre, estimulacdo da secrecdo hepatica de proteinas da fase
aguda, dentre elas a PCR, a ativagdo da cascata de coagulacdo, inducéo
de vasodilatadores sistémicos, resultando em hipotensdo, catabolismo e
hipoglicemia (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

A IL-1B, secretada pelos mondcitos, macrdfagos, linfocitos e
células endoteliais, (JEAN-BAPTISTE, 2007) é uma citocina pro-
inflamatdria, com funcéo na cascata inflamatéria que pode resultar em
uma resposta sistémica a infeccdo ou lesdo. A IL-1B induz a hipotenséo
de forma independente e potencializa os efeitos do TNF-a e
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interleucina-6 (IL-6), também é capaz de regular sua prdpria produgdo
(ADAMS-CHAPMAN; STOLL, 2001). Os efeitos fisiologicos da IL-1p
sdo semelhantes aos do TNF-a (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,
2004). No organismo, a resposta de fase aguda é caracterizada pela
secrecdo de uma série de proteinas, denominadas proteinas de fase
aguda. Estas proteinas sdo produzidas predominantemente pelo figado
em resposta a lesdo ou inflamacdo do tecido na tentativa de manter a
homeostase. O TNF-a, a IL-1p ¢ a IL-6 sdo indutores de proteinas de
fase aguda (KIM; DEUTSCHMAN, 2000; JEAN-BAPTISTE, 2007). A
proteina de fase aguda, PCR, apresenta propriedades de opsonizacao,
processo que facilita a agdo do sistema imunolégico por fixar opsoninas
na superficie bacteriana, facilitando o seu reconhecimento por
receptores especificos, auxiliando na fagocitose do antigeno (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008). Esta propriedade de opsonizacdo pode
conferir um efeito protetor contra a infec¢do. A PCR também é capaz de
ativar a IL-6, causando um efeito sinérgico, ou seja, um ciclo vicioso na
producdo destes marcadores na resposta inflamatéria (JEAN-
BAPTISTE, 2007).

A inflamac&o est4 associada ainda, a alteragdes significativas na
biossintese de NO, o qual é produzido a partir da L-arginina por meio da
acdo da enzima oxido nitrico sintase (NOS - do inglés, Nitric Oxide
Synthase) (ADAMS-CHAPMAN; STOLL, 2001; SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY, 2004). Existem trés tipos de isoformas: 6xido
nitrico sintase neuronal (NNOS - do inglés, neuronal Nitric Oxide
Synthase), Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS - do inglés,
endothelial Nitric Oxide Synthase) e INOS (CERQUEIRA; YOSHIDA,
2002; JEAN-BAPTISTE, 2007). Em condicbes fisiologicas sdo
detectaveis apenas nNOS e eNOS, regulados pelo fluxo de calcio
intracelular (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). A produgéo de
iNOS pode ser desencadeada por endotoxinas, macréfragos ativados e
TNF-a, IL-1B, interleucina-2, interferons, portanto, € uma enzima
mediadora da inflamacdo (MONCADA; HIGGS, 2006; JEAN-
BAPTISTE, 2007). Além disto, o0 NO é responsavel pela manutencao do
fluxo sanguineo tecidual e controle do extravasamento tecidual
(FLORA-FILHO; ZILBERSTEIN, 2000; KIM; DEUTSCHMAN, 2000;
SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

No sistema bronco-pulmonar, o NO mantém o calibre brénquico
e regula a frequéncia dos movimentos ciliares; na circulagdo pulmonar,
0 NO equilibra a relacdo ventilacdo-perfusdo (FLORA-FILHO;
ZILBERSTEIN, 2000). Poréem, quando quantidades exageradas de NO
sdo produzidos pelos macréfagos em processos inflamatdrios, via
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ativacdo da iNOS, pode gerar danos teciduais (CRAWFORD et al.,
2004). O NO apresenta uma meia-vida curta, tornando-o muito dificil de
aferir diretamente. Contudo, este composto é degradado em metabdlitos
denominados de nitritos e nitratos (metaboélitos de 6xido nitrico, NOx -
do inglés, Nitric Oxide Metabolites), que sdo produtos mais estaveis, e
tém sido utilizados como medidas indiretas da sintese de NO (ADAMS-
CHAPMAN; STOLL, 2001; CHOI et al., 2001).

A enzima ADA ¢ essencial na via catabdlica das purinas, uma vez
gue catalisa a desaminacdo da adenosina e desoxiadenosina em inosina e
desoxiinosina, respectivamente. A inosina e desoxiinosina podem, por
sua vez, ser ainda mais degradadas & &cido Urico, ou retornarem para o
pool de nucleotideos de purina (NOVAKOVA; DOLEZAL, 2011). A
enzima esta presente em todos os tipos de células, mas sua quantidade
varia entre os tecidos. As altas concentragbes de ADA em humanos sao
encontradas em tecidos linfoides e, portanto, esta enzima esta
diretamente relacionada a ativacdo e a proliferacdo dos linfdcitos,
especialmente, os linfécitos T, durante a resposta celular (ALDRICH;
BLACKBURN; KELLEMS, 2000; MORISSONT; NEVES, 2008). Os
linfocitos liberam ADA quando estimulados na presenca de
microorganismos intracelulares vivos (LANIADO-LABORIN, 2005).
Consequentemente, em enfermidades em que h& maior participacdo de
linfocitos, a ADA geralmente é detectdvel em concentracfes elevadas
(KAISEMANN et al.,, 2004). Por esta razdo, a ADA tem sido
considerada um marcador de imunidade mediada por células e, em
particular, como um marcador da ativacdo de linfécitos T (LANIADO-
LABORIN, 2005).

2.3.1 Resposta inflamatoria na fibrose cistica

Na FC a progressiva e irreversivel lesdo pulmonar causada pela
recorrente e cronica infeccdo e inflamagé&o é a maior causa de morbidade
e mortalidade entre os pacientes (SAGEL; ACCURSO, 2002; CORVOL
et al., 2008). Portanto, a inflamacdo desempenha um papel central na
progressao da doenca FC (SAGEL; CHMIEL; KONSTAN, 2007). A
disfuncdo da CFTR resulta em infeccdo e inflamacdo, que contribuem
para a patogénese da doenca. Postula-se que a auséncia ou diminuigdo
da atividade CFTR promove a reducdo na secrecdo de cloro e uma
hiper-absor¢do de sédio e &gua para manter o equilibrio cloro/sédio
dentro da célula. Isso resulta na reducdo do liquido da superficie das
vias aéreas e, consequentemente, ocorre uma diminui¢do do volume do
fluido periciliar, resultando em uma hipersecrecdo persistente de
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mucina, prejudicando o clearance mucociliar (JACQUOT et al., 2008;
MATTOSCIO et al., 2010). A obstrucdo dos ductos exdcrinos de varios
6rgdos é decorrente do aumento da concentracdo de mucina. O muco no
epitélio forma placas com ambiente hipéxico que podem conter
bactérias, especialmente, a Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)
com a formagdo de microcoldnias com potencial de evolugdo em
biofilme bacteriano (WINE, 1999; WORLITZSCH et al.,, 2002;
BOUCHER, 2007b; SOUTHERN, 2007; DAVIES; BILTON, 2009;
GELLER; RUBIN, 2009; PLANELLS-CASES; JENTSCH, 2009).

Inicialmente, as criancas com FC sdo colonizadas por
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis e Staphylococcus
aureus (S. aureus). Dentro de um curto periodo de tempo, P. aeruginosa
torna-se 0 organismo predominante encontrado nas vias aéreas
(ROSENFELD; RAMSEY; GIBSON, 2003; CAMPODONICO et al.,
2008). Em criangas com idade entre 6-10 anos, as taxas de colonizacéo
por estas bactérias tém sido relatadas em 60% para S. aureus, 40% para
P. aeruginosa e 25% para Haemophilus influenzae. Aproximadamente
80% dos adultos sdo cronicamente infectados, em suas vias aéreas, com
P. aeruginosa e 35% por S. aureus (STEINKAMP et al., 2005).

A aquisicéo e a persisténcia de P. aeruginosa no trato respiratorio
inferior de pacientes com FC estdo associadas com maior morbidade e
mortalidade (EMERSON et al., 2002). Inicialmente, as cepas isoladas
tém a aparéncia ndo-mucdide e sdo sensiveis aos antibidticos.
Entretanto, ao longo do tempo, desenvolvem-se cepas de P. aeruginosa
com fen6tipo mucoide que sintetizam um revestimento de alginato,
formando um biofilme (BJARNSHOLT et al., 2009). Este biofilme,
uma vez estabelecido, é de dificil tratamento com antibioticoterapia
padrdo e se associa a um declinio mais acelerado na fungdo pulmonar
(WORLITZSCH et al, 2002; CAMPODONICO et al, 2008;
ROVEDDER et al., 2008). As vias aéreas de pacientes com FC podem
estar infectadas com outros agentes patogénicos, como Burkholderia
cepacia, sendo que a infeccdo com esta bactéria pode causar um rapido
declinio da funcdo pulmonar e aumento da mortalidade em pacientes
com FC (BOECK et al., 2004; STEINKAMP et al., 2005; ABBOTT et
al, 2009).

Na auséncia da proteina CFTR funcional, o excesso de sédio e
cloro pode ficar retido no liquido da superficie das vias aéreas,
aumentando a concentracdo de cloretos na camada periciliar, que
recobre os cilios da traquéia aos bronquiolos, prejudicando a acdo de
substancias consideradas antibiéticos naturais, como a B-defensina 1,
lisozima e lactoferrina. Isto permite que as bactérias que sdo depuradas
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por vias normais persistam nos pulmdes de pacientes com FC
(GOLDMAN et al, 1997; WINE, 1999; DAVIES, 2002;
O’SULLIVAN; FREEDMAN, 2009). Em uma pesquisa in vitro,
realizada por Smith et al. (1996), foi mostrado que as defensinas,
peptideos com amplo espectro antimicrobiano e efeito imunomodulador
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008), sdo inativadas por
concentracBes de sal superiores a 50 mmol/L, facilitando assim a
infeccdo e crescimento bacteriano.

A ativacdo da resposta inflamatéria do individuo pode ser um
defeito intrinseco na FC. O suporte para esta hip6tese estd no fato de
que altas concentracBes de mediadores inflamatorios sdo identificadas
em pacientes com FC néo infectados (TIROUVANZIAM et al., 2000;
MACHEN, 2006). Além disso, resultados de estudos com lavado
bronco-alveolar mostram que a inflamacdo esta presente em criancas a
partir de quatro semanas de idade (KHAN et al., 1995) e em criangas
jovens (BALOUGH et al., 1995) que estdo aparentemente sem infeccéo.
O resultado do estudo com criangcas com FC mostrou que a resposta
inflamatoria foi maior neste grupo do que em individuos controle com a
mesma carga de bactérias nas vias aéreas (MUHLEBACH et al., 1999).

Sugere-se ainda, que em individuos sem FC, a P. aeruginosa
liga-se a CFTR funcional dando inicio a resposta imune inata. Em
pacientes com FC, a asialo-GM1, uma glicoproteina de superficie, pode
atuar como receptor para ligacdo da P. aeruginosa ao epitélio das
membranas das células. O que permite uma maior ligagdo de P.
aeruginosa e S. aureus no epitélio das vias aéreas, sem 0 inicio da
resposta imune mediada pela CFTR (IMUNDO et al., 1995;
BENTZMANN et al., 1996; CAMPODONICO et al., 2008). O
resultado é que, na FC, a resposta imune inata, rapida e auto-limitante,
gue elimina P. aeruginosa das vias aéreas esta ausente e a0 mesmo
tempo h& maior fixacdo de bactérias na superficie epitelial
(O'SULLIVAN; FREEDMAN, 2009).

Portanto, o excesso de inflamag&o nas vias aéreas pode ser devido
a persisténcia de estimulos para a producdo de citocinas como a
presenca de bactérias ou de uma anomalia constitutiva na regulagéo da
producdo de citocinas pelas células (COURTNEY; ENNIS; ELBORN,
2004). Porém, vale ressaltar que, independente de qual hipdtese
contribua mais para a fisiopatologia da doenca, a FC apresenta como
caracteristica uma relacdo sinérgica entre obstrucdo das vias aéreas,
infeccdo bacteriana e inflamacao que resulta em progressao da doenca e
danos estruturais nas vias aéreas (van der VLIET; CROSS, 2000;
ROVEDDER et al., 2008).
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Os protocolos clinicos consideram, dentre as principais bactérias
patogénicas para a FC, a P. aeruginosa como sendo a mais agressiva
(GRASSME, et al, 2010). Tem sido mostrado que, em resposta a
infeccdo por P. aeruginosa, as células imunes produzem uma maior
guantidade de citocinas pro-inflamatorias (HEIJERMAN, 2005).
Estudos mostram também, que a funcdo pulmonar se deteriora mais
rapidamente em pacientes com FC infectados por P. aeruginosa do que
aqueles que ndo estdo infectados (NIXON et al., 2001; EMERSON et
al., 2002). As vias respiratdrias dos pacientes com FC infectadas por P.
aeruginosa potencializam a proliferacdo da inflamagdo e a resposta
continua das células do sistema imune a esta infec¢do cronica resulta na
destruicdo progressiva do pulmdo, no aumento das exacerbagdes da
doenca e da mortalidade (MURPHY et al., 2010).

Uma das caracteristicas da inflamag&o das vias aéreas na FC é a
predominéncia, fluxo continuo e acimulo de neutréfilos (CONESE et
al., 2003; DOWNEY; BELL; ELBORN, 2009; KIENINGER;
REGAMEY, 2010). Os neutrdfilos liberam proteases, incluindo a
elastase neutrofilica, sendo que esta enzima danifica diretamente a
parede das vias aéreas por digerir a elastina e outras proteinas estruturais
(COURTNEY; ENNIS; ELBORN, 2004; ELIZUR; CANNON;
FERKOL, 2008). A elastase neutrofilica também prejudica as fungdes
antibacterianas dos macréfagos e neutrdfilos e estimula a liberacdo de
quimiocinas de neutréfilos como a IL-8 (SAGEL; ACCURSO, 2002). A
IL-8 é produzida pelas células epiteliais das vias aéreas de forma
enddgena, ou em resposta a patdgenos por meio da ativacdo do fator de
transcricdo nuclear kappa B (NF-xB), sugerindo um papel central desta
via na fisiopatologia da inflamacéo na FC (KIENINGER; REGAMEY,
2010). As bactérias e seus produtos também estimulam a liberacdo de
guimiocinas que recrutam mais neutrofilos nas vias aéreas, aumentando
a resposta inflamatoria (CHMIEL; KONSTAN, 2007).

Os neutrofilos ativados secretam a enzima MPO, que produz os
acidos oxidantes com atividade anti-bactericida dos neutréfilos (van der
VEEN; WINTHER; HEERINGA, 2009; DAVIES, 2011). A geragdo
excessiva destes oxidantes tem sido associada ao dano pulmonar na FC
(HARWOOD et al., 2009). Os macrofagos expostos a MPO
enzimaticamente ativa apresentam um aumento na secre¢do de citocinas,
incluindo o TNF-a, IL-1 (MALLE; BUCH; GRONE, 2003). Portanto,
concentracOes elevadas de MPO tém sido detectadas em pacientes com
FC (KOLLER et al., 1994; KOLLER et al., 1996; KETTLE et al., 2004;
THOMSON et al., 2010). O estudo realizado com criangas sem e com
FC avaliou a concentracdo da enzima MPO e dos acidos hipobromoso e
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hipocloroso associando com as caracteristicas clinicas da FC. A
concentracdo média de MPO foi significativamente maior no grupo FC
comparado com o grupo controle. Além disto, as concentracdes de MPO
foram maiores nas criancas com FC infectadas com P. aeruginosa
comparadas com aquelas sem infeccdo. Correlagbes positivas foram
observadas no grupo FC entre as concentracGes de 3-clorotirosina e
MPO, assim como entre as concentra¢fes de 3-bromotirosina e MPO.
Os autores sugerem com este resultado que a MPO produz os acidos
hipobromoso e hipocloroso nas vias respiratorias das criangas com FC,
sendo estes oxidantes envolvidos na exacerbagdo precoce da doenca
(THOMSON et al., 2010).

Além disto, o infiltrado persistente de neutrofilos nas vias aéreas
favorece uma resposta inflamatéria anormal, semelhante aquela induzida
por lipopolissacarideo, ou seja, com elevadas concentracdes de NF-xB,
gue por sua vez promove a sintese de citocinas pré-inflamatérias, como
TNF-a, IL-1pB, IL-6 e IL-8 (BARNES; KARIN, 1997; DIMANGO et al.,
1998; BERGER, 2002; ARMSTRONG et al., 2005; HANSEN et al.,
2010). Portanto, as citocinas ttm um papel importante na fisiopatologia
da doenca pulmonar da FC, uma vez que a ativacdo das citocinas tem
sido mostrada em pacientes com FC comparados com controles
(SAGEL; ACCURSO, 2002). Embora estas citocinas possam ser
benéficas para eliminar a infeccdo bacteriana, estimulando as defesas do
hospedeiro, a producdo continua em excesso contribui para a
exacerbacdo da FC. Na circulacdo sisttmica o TNF-a altera o
metabolismo intermediario, aumentando o gasto energético de repouso,
estimulando a lipélise e catabolismo, causando anorexia e perda de peso
(COURTNEY; ENNIS; ELBORN, 2004). Na avaliagdo de pacientes
com FC cronicamente infectados por P. aeruginosa foram detectadas
elevadas concentracGes de TNF-a em comparagao a controles saudaveis
(NORMAN et al.,, 1991). Outros estudos fornecem evidéncia do
aumento das citocinas I1L-4 e 1L-8 no lavado broncoalveolar de pacientes
com FC com infeccdo pulmonar, causada por P. aeruginosa,
Haemophilus influenzae, S. Aureus (HARTL et al., 2006; DOUGLAS et
al., 2009; SAGEL et al., 2009).

A IL-1pB induz febre, estimula respostas de fase aguda e promove
0 catabolismo proteico muscular. Além disto, as citocinas pro-
inflamatdrias IL-1B ¢ TNF-a induzem & producéo de IL-6 e IL-8 por
macréfagos e células epiteliais (CHMIEL; BERGER; KONSTAN,
2002). Com os resultados do estudo realizado em cultura de células
epiteliais bronquicas de pacientes com FC os autores concluiram que
existe uma acelerada e exagerada producdo de IL-8 e IL-6 nestas células
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quando estimuladas com TNF-o ¢ IL-1B (STECENKO et al., 2001).
Portanto, sugere-se que estas citocinas pro-inflamatdrias sejam
elementos integrantes da cascata inflamatéria e responsaveis por
manifestacdes clinicas da FC (CHMIEL; BERGER; KONSTAN, 2002).
Além disto, estudos tém mostrado que as citocinas pré-inflamatorias,
especialmente  TNF-o. e IL-1B, sd3o importantes promotoras da
reabsorcdo 6ssea, além de inibirem a formacdo dssea. Em muitos
pacientes com FC isto pode levar a ocorréncia de baixa densidade
mineral dssea, ocasionando a osteoporose e a osteomalacia (ROMAS;
MARTIN, 1997; ARIS et al., 2000; IONESCU et al., 2000). No estudo
conduzido em criangas, foram avaliadas as concentracfes de IL-1B, ¢ o
grupo FC apresentou concentracfes significativamente maiores
comparado com o grupo controle (SMYTH et al., 2000). Os pacientes
com FC tém diminuicdo das concentracbes de interleucina-10 (1L-10),
citocina que tem propriedades anti-inflamatérias. Acredita-se que a
diminuigdo da expressdo da IL-10 contribui para a producdo excessiva
das citocinas pré-inflamatérias, impedindo a resolucdo da inflamacéo
das vias aéreas (STAROSTA et al., 2006). Contudo, o desequilibrio
resultante entre citocinas pré e anti-inflamatérias promove a
amplificacdo da resposta inflamatéria na FC (COURTNEY; ENNIS;
ELBORN, 2004; CORVOL et al., 2008).

O desequilibrio das citocinas e a inflamacdo persistente
observados nos pacientes com FC favorece a inducdo de proteinas de
fase aguda como a PCR (KIM; DEUTSCHMAN, 2000; JEAN-
BAPTISTE, 2007), sendo observadas concentracdes elevadas deste
marcador em pacientes com FC infectados por P. aeruginosa (ELBORN
et al., 1993; WATKIN et al., 1994; MARTIN et al., 2010). Avaliando-
se a PCR em adolescentes com FC, observou-se que os valores foram
elevados nos pacientes instdveis comparados com aqueles estaveis
clinicamente (LUCIDI et al., 2008). Da mesma forma, o estudo
realizado com criangas com FC mostrou que 50% delas apresentaram
valores acima dos desejaveis para PCR (SLOBODIANIK et al., 2010).
Atribui-se ainda a PCR ser um marcador substituto para IL-6, uma vez
gue a IL-6 apresenta-se como um potente indutor da resposta de fase
aguda (COURTNEY; ENNIS; ELBORN, 2004).

No processo inflamatdrio, existem evidéncias que os metabolitos
toxicos de oxigénio e nitrogénio, também contribuam para a leséo
pulmonar na FC (CHMIEL; KONSTAN, 2007). Porém, apesar da
intensa resposta inflamatoria, as concentracdes de NO no ar exalado s&o,
geralmente, mais baixos (GRASEMANN et al., 1997; ROBROEKS et
al., 2008) ou similares (LUNDBERG et al., 1996; FRANKLIN et al.,
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2006) em pacientes com FC comparados com individuos sem a doenca.
Avaliando-se criancgas e adolescentes observou-se concentracdes baixas
de NO no ar exalado dos pacientes com FC comparados com o grupo
controle (KEEN et al., 2010). Em contrapartida, outros estudos que
avaliaram as concentragbes de NOx, medidos no escarro de pacientes
com FC, apresentaram concentracfes elevadas, comparados com o
grupo controle (LINNANE et al., 1998; JONES et al., 2000;
FORMANEK et al., 2002).

A adenosina € uma molécula mediadora da defesa imunolégica
inata dos pulmdes e reguladora da CFTR nas vias aéreas por meio da
estimulacdo de receptores préprios (LI et al., 2006; HIRSH et al., 2007).
A atividade da ADA foi avaliada pelo método de Giusti e Galanti (1984)
em criangas com FC e os resultados foram comparados com valores de
referéncia obtidos de criangcas sem FC. Observou-se um aumento da
atividade da ADA nos pacientes com FC comparados com as criangas
sem FC (PERRIS et al., 2008).

2.3.2 Resposta inflamatoria e estado nutricional na fibrose cistica

A deficiéncia nutricional é geralmente associada com a
deficiéncia das respostas imunes, em particular da imunidade celular
como fungdo de fag6citos, produgéo de citocinas, resposta de anticorpos
e do sistema do complemento. A desnutricdo é a causa mais comum de
imunodeficiéncia (CHANDRA, 1996). Na FC varios fatores parecem
contribuir para a desnutricdo, dentre eles a insuficiéncia pancreética
exocrina que causa ma digestao/absorcdo de macronutrientes, bem como
das vitaminas lipossollveis (A, D, E e K) e dos minerais calcio,
magnésio e zinco (O’SULLIVAN; FREEDMAN, 2009; ROLIM et al.,
2010; WERLIN et al., 2010).

As dietas inadequadas resultam em inapeténcia e reducdo do
crescimento. Assim, o consumo e a absor¢do de nutrientes importante
para as respostas imunitarias (por exemplo, zinco, selénio, vitamina A,
piridoxina, vitamina E) estdo comprometidos (CHANDRA, 1996). As
deficiéncias nutricionais sdo frequentes nos pacientes com FC, sendo
estes individuos suscetiveis as infec¢des oportunistas (O’SULLIVAN;
FREEDMAN, 2009).

A imunidade inata e o metabolismo dos nutrientes sdo sistemas
biolégicos complexos que trabalham em conjunto para preservar a
homeostase do organismo. As células efetoras do sistema imune
utilizam os nutrientes essenciais para fornecer energia, produzir
precursores metabolicos para a biossintese de macromoléculas e ajustar
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suas respostas aos agentes infecciosos. Assim, com o estado nutricional
comprometido existe um impacto substancial na competéncia
imunoldgica resultando em aumento da susceptibilidade a infec¢do ou
inflamac&o cronica (AFACAN; FJELL; HANCOCK, 2012).

Contudo, a principal causa da lesdo pulmonar na FC é a
inflamagdo persistente (SAGEL; ACCURSO, 2002; CORVOL et al.,
2008), confirmando que é essencial o entendimento da resposta
inflamatoria na FC, assim como, a sua relacdo com o estado nutricional
e fungdo pulmonar.



3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a relagdo entre resposta inflamatdria, estado nutricional e
funcdo pulmonar em criancas e adolescentes com fibrose cistica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar o estado nutricional pelos indicadores de peso-para-idade,
estatura-para-idade, indice de massa corporal-para-idade em z-escore
e a composicdo corporal pela &rea gordurosa do braco e area
muscular do brago em z-escore e percentual de gordura corporal.

= Avaliar a fungdo pulmonar pelo Volume Expiratério Forcado no
primeiro segundo (VEFy).

= Avaliar a resposta inflamatéria por meio da dosagem de
mieloperoxidase, interleucina-1beta, fator de necrose tumoral-alfa,
proteina C-reativa, metabdlitos de O&xido nitrico e adenosina
deaminase e da contagem de leucdcitos, neutrdfilos, linfocitos e
monacitos.

= Correlacionar resposta inflamatoria, estado nutricional e funcdo
pulmonar.






4 SUJEITOS E METODOS
4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este estudo foi realizado com pacientes com Fibrose Cistica (FC),
integrantes da  Associagdo Catarinense de  Assisténcia ao
Mucoviscidotico atendidos no Hospital Infantil Joana de Gusmao
(HIG), Floriandpolis/SC, e com um grupo controle sem diagndstico de
FC do mesmo hospital. Estudo clinico-transversal, realizado no periodo
de abril de 2009 a dezembro de 2011, em nivel ambulatorial. Este
estudo é um subprojeto do estudo “Marcadores pro-inflamatorios, de
estresse oxidativo e de disfagia em fibrocisticos”, financiado pelo
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq) (#474945/2008-1) (ANEXO A). O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do HIJG (#048/2009)
(ANEXO B) e estd de acordo com World Medical Association,
Declaration of Helsinki (2008). O estudo foi cadastrado no site de
Registro de Ensaios Clinicos: Australian New Zealand Clinical Trials
Registry (http://www.anzctr.org.au/) (#ACTRN12611001217998). Os
sujeitos ou responsaveis foram esclarecidos sobre a pesquisa e
avaliacBes, e apds terem assinado o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido foram incluidos no estudo (APENDICE A).

4.2 SUJEITOS

A amostra do estudo foi ndo probabilistica por conveniéncia,
composta por sujeitos com FC (distribuidos em subgrupos pela analise
bacterioldgica) e individuos sem FC (grupo controle) com idades entre 1
a 16 anos.

4.2.1 Grupo Controle (GC)

O GC (n= 31) foi selecionado entre os pacientes do ambulatério
de puericultura do HIJG. Critérios de inclusdo: criangas e adolescentes
sem diagnostico de FC, pareadas em idade e sexo com 0s pacientes com
FC e dentro da faixa de normalidade para peso-para-idade e estatura-
para-idade em z-escore. Critérios de exclusdo: sujeitos com febre,
diagndstico de trauma, doengas inflamatérias (asma, doenca
inflamatdria intestinal, doenca reumatica), psiquiatricas, degenerativas,
cardiovasculares, diabetes, intolerdncia a glicose, insuficiéncia renal,
imunodeficiéncia primaria ou secundaria. Sujeitos em uso de
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antibidtico, horménio, anti-inflamat6rio ndo hormonal, imunossupressor
e anti-histaminico, até 30 dias antes da coleta de dados.

4.2.2 Grupos Fibrose Cistica

O Grupo Fibrose Cistica (GFC) (n= 55) foi selecionado entre os
pacientes do ambulatério de FC do HIJG. Critérios de inclusdo: sujeitos
com diagnoéstico de FC baseado no teste do suor (cloreto no suor > 60
mmol/L), com idades entre 1 a 16 anos. Critérios de exclusdo: sujeitos
com febre, diagndstico de trauma, doencas inflamatdrias (asma, doenca
inflamatoria intestinal, doenca reumatica), psiquiatricas, degenerativas,
cardiovasculares, diabetes, intolerancia a glicose, insuficiéncia renal,
imunodeficiéncia primaria ou secundaria. Sujeitos em uso de
antibidtico, hormoénio, anti-inflamatdrio ndo hormonal, imunossupressor
e anti-histaminico, até 30 dias antes da coleta de dados. Excluiu-se
ainda, os sujeitos em exacerbagdo pulmonar, definida como a presenca
de pelo menos trés dos seguintes sintomas: 1) tosse aumentada; 2)
producdo de esputo aumentada e/ou alteracdo na aparéncia do esputo; 3)
febre > 38°C na semana anterior/mais de uma vez, por pelo menos 4
horas durante 24 horas; 4) frequéncia respiratéria aumentada e/ou
dificuldade de respirar (identificada por chiados, crepitacdo ou
respiracdo ofegante); 5) tolerdncia reduzida aos exercicios; 6) reducdo
no Volume Expiratério Forgado no primeiro segundo (VEF;) > 10% do
valor anterior dentro dos dltimos 3 meses; 7) absenteismo da escola
devido a doenga; 8) perda de peso > 1 kg ou 5% do peso corporal,
associada a anorexia e ingestdo reduzida da dieta (FUCHS et al., 1994).

De um total de 75 sujeitos contatados durante o periodo de

sele¢do, houve uma exclusdo de 20 sujeitos: cinco com idade inferior a 1
ano, 10 em tratamento com antibiético, dois com febre e trés com
doenca psiquiatrica, totalizando 55 sujeitos no GFC. O GFC foi
redistribuido conforme analise bacterioldgica de “swab” de orofaringe:
1) presenca ou auséncia de microorganismos patogénicos para FC
(Pseudomonas aeruginosa - P. aeruginosa, Staphylococcus aureus - S.
aureus, Burkholderia cepacia - B. cepacia): GFC bacteriologia negativa
(GFCB, n= 27): sujeitos ndo infectados por microorganismos
patogénicos para FC; ou GFC bacteriologia positiva (GFCB®, n= 28):
sujeitos infectados por microorganismos patogénicos para FC.
2) presenca ou auséncia de P. aeruginosa: GFC P. aeruginosa negativa
(GFCPa ', n= 36): sujeitos ndo infectados por P. aeruginosa; ou GFC P.
aeruginosa positiva (GFCPa’, n= 19): sujeitos infectados por P.
aeruginosa (Figura 1).
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4.3 PROTOCOLO DE PESQUISA

O protocolo de pesquisa envolveu os seguintes dados coletados
do prontuario: dados de identificagéo e clinicos como idade, sexo, data
de nascimento, data do diagnéstico da doenca, teste do suor, protocolo
de suplementacdo vitaminica. A funcdo pulmonar, a secrecdo da
cavidade orofaringea e o sangue foram coletados por profissionais de
enfermagem treinados do laboratério prestador de servicos ao HIJG,
Ciéncia Laboratério Médico Ltda®, Florianépolis. O laboratério realizou
as analises da fungdo pulmonar, leucograma e bacteriologia (“swab” de
orofaringe). No Laboratério de Pesquisa em Imunologia da
Universidade Federal de Santa Catarina foram realizadas as anélises dos
marcadores inflamatérios. Os dados antropométricos de peso, altura,
circunferéncia do braco e dobras cutaneas tricipital, bicipital, sub-
escapular e supra-iliaca foram coletados no ambulatério do HIJG por
nutricionista treinado.

4.3.1 Protocolo de suplementacdo vitaminica do HIJG

De acordo com o protocolo de tratamento administrado no HIJG,
0s sujeitos com idade maior ou igual a 1 ano até menores de 4 anos
receberam 2 mL/dia do suplemento vitaminico SourceCF® (Eurand
Pharmaceuticals, Huntsville, Alabama, EUA). Os sujeitos com idade
maior ou igual & 4 até menores de 10 anos receberam 1 comprimido/dia
e 0s com idade maior ou igual a 10 anos receberam 2 comprimidos/dia
do suplemento vitaminico ADEK's® (Axcan Pharma, Birmingham,
Alabama, EUA), seguindo as recomendacGes de Borowitz, Baker,
Stallings (2002). A composic¢ao nutricional dos suplementos encontra-se
na Tabela 1.
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Tabela 1 - Composicéo nutricional dos suplementos vitaminicos Source CF® e
ADEK’s®

Cada porcao contém Source CF®  ADEK’s®
(2mL) (1 comp.)

Vitamina A (Ul) 9.254 5.667
Vitamina D (Ul) 1.000 400
Vitamina E (acetato de alfa-tocoferol) (Ul) 100 150
Vitamina K (fitonadiona) (mcg) 800 150
Vitamina C (ascorbato sédico) (mg) 90 60
Tiamina (vitamina B; como tiamina HCI) (mg) 1,0 1,2
Riboflavina (mg) 1,2 1,3
Niacina (niacinamida) (mg) 12 10
Vitamina Bg (cloridrato de piridoxina) (mg) 1,2 1,5
Acido Félico (mg) NC 0,2
Vitamina B, (cianocobalamina) (mcg) 8,0 12
Biotina (mcg) 30 50
Acido Pantoténico (d-Panthenol) (mg) 6,0 10
Zinco (gluconato de zinco) (mg) 10 7,5

Comp.= Comprimido; Ul= unidade internacional; NC= ndo contém
Fonte: Source CF® (Eurand Pharmaceuticals, Huntsville, Alabama, EUA) e
ADEK’s® (Axcan Pharma, Birmingham, Alabama, EUA).

4.4 AVALIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL
4.4.1 Avaliacéo antropométrica

As medidas antropométricas foram tomadas de acordo com a
WHO (1995) por nutricionista treinado. O peso dos sujeitos até 2 anos
foi aferido utilizando balanca digital pediatrica, marca Filizola® (Santo
André, Séo Paulo, Brasil) com capacidade maxima 15 kg, aproximacédo
de 0,01 kg. Para os sujeitos maiores de 2 anos, foi utilizada balanca
digital BK 50 F (Balmak®, Santa Barbara d Oeste, S&o Paulo, Brasil),
com capacidade maxima de 150 kg e aproximacéo de 0,1 kg. O sujeito
foi pesado em jejum, com a bexiga vazia, sem sapatos e com roupas
leves e 0 peso foi mensurado em kilos (WHO, 1995). A estatura
(comprimento) dos sujeitos até 2 anos foi obtido com elas em posicéo de
decubito dorsal, cabeca fixada por um auxiliar, os joelhos estendidos e
0s pés formando um angulo de 90°. Foi utilizado o estadidmetro infantil
graduado de 0 a 150 cm (sensibilidade: 1 mm), com placa movel
(Sanny®, S&o Paulo, S3o Paulo, Brasil) (WHO, 1995). Nos sujeitos
maiores de 2 anos, a estatura foi aferida por meio de um antropdmetro
(Alturaexata®, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), com escala de
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precisdo de 0,1 cm. O sujeito foi posicionado sobre a base do
antropbmetro, descalgo, ereto, com o peso do corpo distribuido
igualmente sobre ambos os pés, colocando as superficies posteriores dos
calcanhares, as nadegas e a regido occipital em contato com a escala de
medida e com a cabeca orientada de modo que a linha de viséo ficasse
perpendicular ao corpo, ou seja, paralela ao solo (Plano de Frankfurt). O
sujeito foi orientado a inspirar profundamente e, em apneia respiratoria,
foi mensurada a estatura em metro e com uma aproximacdo de 0,1 cm.
A referéncia para a mensuracdo foi o ponto mais alto da cabeca com
pressdo suficiente para comprimir o cabelo. Foram realizadas trés
medidas e calculado a média aritmética entre elas (WHO, 1995).

A classificacdo do estado nutricional foi realizada de acordo com
as curvas de crescimento e pontos de corte da WHO (2006/2007),
utilizando o programa Anthro versdo 3.2.2 (sujeitos com idade entre
zero e 60 meses) e AnthroPlus versdo 1.0.3 (sujeitos com idade superior
a 60 meses até 192 meses). Foram utilizados os indicadores peso-para-
idade (P/l) (faixa etaria de zero até 10 anos), estatura-para-idade (E/I)
(faixa etaria de zero até 16 anos) e indice de massa corporal-para-idade
(IMC/I) (faixa etaria de zero até 16 anos) em Z-escore.

4.4.2 Composicéo corporal

Para estimativa do Percentual de Gordura Corporal (%GC) foram
utilizadas as formulas propostas por Weststrate e Deurenberg (1989) de
acordo com o sexo e faixa etaria (zero a 16 anos), a partir do somatério
de quatro dobras cuténeas: bicipital (DCB), tricipital (DCT), sub-
escapular (DCSE) e supra-iliaca (DCSI), que reflete uma relacéo entre o
percentual de gordura e a densidade corporal. As formulas utilizadas
para 0 célculo da densidade corporal e do %GC estdo descritas no
ANEXO C.

As medidas das dobras cutaneas foram realizadas segundo a
metodologia da WHO (1995), no lado direito do corpo, com o sujeito
disposto em posicdo ereta. Foram aferidas as dobras cutaneas utilizando
0 Compasso de Dobras Cutaneas Lange skinfold caliper® (Beta
Tecnology Corporated - Santa Cruz, Califérnia, EUA), com
aproximacdo de 0,5 mm. DCT e DCB foram pingadas no ponto médio
do brago, sendo a DCB na face anterior e a DCT na posterior. DCSE foi
pincada abaixo do &ngulo inferior da escpula direita, aproximadamente
a 45° do plano horizontal, e DCSI foi obtida obliqguamente em relagédo
ao eixo longitudinal, na metade da distancia entre o Ultimo arco costal e
a crista iliaca, sobre a linha axilar medial. A circunferéncia do brago
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(CB) foi obtida no ponto médio lateral entre o ponto acromial da
escapula e o olecrano da ulna com uma fita métrica inelastica, com
aproximacéo de 0,1 centimetros. O sujeito foi orientado a permanecer de
pé, com os bracos estendidos livremente préximos ao corpo e com as
palmas voltadas para as coxas. Para todas as medidas foram realizadas
trés aferigdes, sendo utilizada a média para as analises. A AMB e a
AGB foram calculadas de acordo com as férmulas propostas por
Frisancho (1981) em Z-escore, utilizando o programa Siscres
Crescimento e Desenvolvimento (Campinas, S&o Paulo, Brasil).

4.5 AVALIACAO DA FUNCAO PULMONAR

O exame da funcdo pulmonar, espirometria, foi realizado pela
equipe de enfermagem do HIJG nos pacientes com FC (n=22) e GC (n=
14) com idade igual ou superior a cinco anos de idade. O equipamento
utilizado foi o espirdmetro modelo Renaissance Spirometry System
(Puritan-Bennett Corporation®, Wilnington, Carolina do Norte, EUA). A
metodologia para a realizacdo do exame e a classificacdo da fungdo
pulmonar foi pelo VEF,, conforme Pellegrino et al. (2005). O grau de
severidade foi considerado “na média” quando igual ou acima de 70%,
“moderado” entre 60-69%, “moderadamente grave” entre 50-59%,
“grave” entre 35-49% e “muito grave” quando menor de 35%
(PELLEGRINO et al., 2005).

4.6 ESCORE DE SHWACHMAN-KULCZY ZKI

O escore de Shwachman-Kulczycki (1958) foi utilizado para
classificar a gravidade da doencga. O escore pontua as atividades gerais,
exame clinico, estado nutricional e achados radioldgicos. Cada item
apresenta 0 mesmo peso (25 pontos) e o total de 100 pontos representa o
escore perfeito. O estado do paciente foi considerado “excelente”
guando o escore foi igual ou acima de 86, “bom” quando o escore foi
entre 71 e 85, “médio” entre 56 e¢ 70, “moderado” entre 41 e 55, e
“grave” quando igual ou inferior a 40 (ANEXO D).

4.7 AMOSTRAS BIOLOGICAS

As amostras bioldgicas foram coletadas com os sujeitos em jejum
de 10 horas, por um profissional de enfermagem treinado do laboratério
Ciéncia Laboratério Médico Ltda®. A secrecdo da cavidade orofaringea
foi obtida pela manhg, tendo o paciente sido orientado para higiene oral
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apenas com agua. As amostras de sangue total foram coletadas em tubos
secos e em seguida foram centrifugadas a 2500 rotacBes por minuto
(rpm) por 10 minutos para obtencdo do soro para determinacdo dos
marcadores inflamatérios. Ap6s a centrifugacdo, as amostras de soro
foram transferidas para frascos com tampa (tipo eppendorfs),
devidamente identificados com o cddigo de pesquisa do sujeito e o
marcador inflamatorio correspondente. Em seguida, as aliquotas foram
congeladas sob temperatura de -80°C para posterior analise. Os
marcadores inflamatdrios foram analisados no Laboratério de Pesquisa
em Imunologia da Universidade Federal de Santa Catarina.

O leucograma foi analisado pelo laboratério, Ciéncia Laboratorio
Médico Ltda®, no sangue total, utilizando tubos contendo &cido
etilenodiamino tetra-acético - EDTA (do inglés, Ethylenediamine
tetraacetic acid).

4.8 ANALISE BACTERIOLOGICA

A secrecdo da cavidade orofaringea foi coletada com um “swab”
estéril e avaliada microscopicamente (microscopio NIKON E200,
Chiyoda, Tdquio, Japdo) pelo método de Gram (GILLIGAN; KISKA,;
APPLEMAN, 2006). Os homogeneizados formados a partir de 0,5 mL
da porcdo purulenta da secrecdo da cavidade orofaringea adicionado a 1
mL de solucdo salina estéril foram inoculados em uma placa contendo
agar sangue de carneiro (Oxoid, Sao Paulo, Brasil), uma placa contendo
agar chocolate suplementado com 0,1% de extrato de levedo (Oxoid,
Sdo Paulo, Brasil) e com 20 pg/mL de nicotinamida adenina
dinucleotideo (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missouri, EUA), outra
placa contendo o meio dgar Mack Conkey (Oxoid, Sao Paulo, Brasil),
outra placa contendo o0 meio seletivo para B. cepacia (Oxoid, S&o Paulo,
Brasil) e uma ultima placa contendo agar Manitol (Oxoid, Sdo Paulo,
Brasil). A placa de &gar chocolate foi incubada em sistema de
microaerofilia. As placas restantes foram incubadas em aerobiose, em
estufa, a 37°C. As placas foram examinadas, por meio da contagem das
Unidades Formadoras de Colbnias (UFC), ap6s 48h, mantidas a
temperatura ambiente e reexaminadas (nova contagem das UFC) ap6s
96h do tempo inicial. A indicacdo de presenca de infec¢do para FC foi
realizada a partir da contagem das UFC (> 10° UFC/mL de um
patégeno).
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4.9 AVALIACAO DA RESPOSTA INFLAMATORIA
4.9.1 Atividade da enzima Mieloperoxidase

A atividade da mieloperoxidase (MPO) foi avaliada pelo método
desenvolvido por Rao et al. (1993). Aliquotas de 20 pL do soro dos
sujeitos ou do padrdo [MPO de neutréfilos humanos (0,7-140 mU/mL)]
foram transferidos para placas com 96 pogos de fundo chato (placas de
ELISA) e a reacdo bioguimica iniciada com a adigdo de 180 pL de
solugdo tampédo (0,167 mg/mL de o-dianisidina 2HCI e 0,0005% de
H,0,). Apds 15 minutos de incubagéo, a temperatura ambiente, a reacdo
enzimatica foi interrompida para a adi¢do de 30 pL de azida sddica
(1%). Apo6s a centrifugacdo (3000 rpm por 5 minutos), os sobrenadantes
e as concentragBes padrbes de MPO foram mensurados pela medida
colorimétrica (450 nm), em leitor ELISA (Organon-Tecknica®,
Roseland, New Jersey, EUA), e os valores foram expressos em mU/mL,
com o auxilio da equacdo da reta, sendo considerado aceitavel um valor
de “R”acima de 0,9.

4.9.2 Concentragdo de Interleucina-1beta e Fator de Necrose Tumoral
alfa

As concentracgdes das citocinas Interleucina-1beta (IL-1p) e Fator
de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a) foram quantificadas por meio da
técnica de Enzimaimunoensaio - ELISA (do inglés, Enzyme-linked
Immunoabsorbent Assay). Os kits comerciais de ELISA foram utilizados
conforme as instrucbes do fabricante (BD Biosciences, San José,
Calférnia, EUA). Para cada citocina, foram utilizados anticorpos
monoclonais especificos, anti-IL-1B ¢ anti-TNF-a. As sensibilidades
identificadas nos kits foram: IL-1$=0,8 pg/mL e TNF-0=2,0 pg/mL. Os
coeficientes de variacdo (CV) intra e interensaios descritos pelo
fabricante dos kits foram: CV intra: IL-p= 2,01 £+ 2,80% e TNF-0= 4,90
+ 3,67%; CV inter: IL-1B= 4,00 + 4,51% ¢ TNF-a= 8,83 + 6,13%. As
curvas-padrdo com concentragfes conhecidas de cada citocina, IL-1f (0-
125 pg/mL) (Cat. n°. 557966) e TNF-a (0-500 pg/mL) (Cat. n°. 550610)
também tiveram as suas densidades Oticas determinadas, permitindo a
quantificacdo dos valores desconhecidos. A mensuragdo das citocinas e
das concentragbes padrbes foi realizada pela medida colorimétrica
(absorbancia a 450 nm) em um leitor ELISA (Organon-Tecknica®,
Roseland, New Jersey, EUA), por interpolacdo a partir de uma curva
padrdo. Os resultados foram expressos em pg/mL, com o auxilio da
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equagdo da reta, sendo considerado aceitavel um valor de “R”acima de
0,9.

4.9.3 Concentracdo da Proteina C-reativa

Os valores de proteina C-reativa (PCR) foram mensurados pelo
método de nefelometria, utilizando o reagente CardioPhase® hsCRP,
Siemens Healthcare Diagnostics (Tarrytown, Nova lorque, EUA) e 0
equipamento BN® I1, Siemens Healthcare Diagnostics (Tarrytown, Nova
lorque, EUA). A quantificacdo de PCR pelo método de nefelometria
consiste na determinacdo do movimento das particulas numa solucéo,
formada pelo complexo antigeno-anticorpo (PCR ligada ao anticorpo
monoclonal anti-PCR). Nesta técnica, particulas de poliestireno
revestidas com anticorpo monoclonal especifico contra a PCR humana,
formam aglutinados quando colocadas frente a uma amostra que
contenha PCR. Um feixe de luz incidente passa pela cuveta onde esta
ocorrendo a reacdo antigeno-anticorpo com consequente formacdo de
aglutinados, e ocorre uma dispersdo proporcional & concentragdo dos
aglutinados no tubo. O feixe de luz que sofre a disperséo é detectado por
sensores que o transformam em um sinal. Este sinal, plotado na curva de
calibracéo, determinaré a concentracdo de PCR da amostra na unidade
desejada. Foram seguidas todas as recomendagdes solicitadas pelo
fabricante referentes ao preparo do reagente e também foi seguido o
protocolo do ensaio contido no manual de utilizacdo do equipamento.
Os resultados foram expressos em mg/L.

4.9.4 Concentracao dos Metabolitos de Oxido Nitrico

O oOxido nitrico foi quantificado pela formacdo de seus
metabdlitos nitrito (NO,) e nitrato (NO3), utilizando a reacdo de Griess,
conforme a metodologia descrita por Green et al. (1982). Inicialmente, a
amostra de 300 pL de soro de cada sujeito foi submetida a
desproteinizagdo, adicionando, para cada amostra, 30 pl de solucdo de
sulfato de zinco (20%), agitada em vortex e incubada em banho de gelo
(4° C) por 45 minutos. As amostras foram centrifugadas (2.500 rpm por
15 minutos) e o resultado final desta primeira etapa foi a obtengdo de
um sobrenadante que foi utilizado para reacdo de conversdo com
vanadio. A seguir, 100 uL do sobrenadante foram transferidos para uma
cubeta e diluidos em solugdo contendo 200 pL de solugdo saturada de
cloreto de vanadio (0,8%) (p/v) e &cido cloridrico (3%) (p/v). Nesta
mesma cubeta foram adicionados 200 uL de solugdo de Griess: reagente



57

1 [sulfanilamida (1%) (v/v), acido fosférico (5%) (v/v)] e reagente 2
[alfa-naftil-etilenodiamina (0,1%) (p/v)] e incubada durante 40 minutos,
a 37° C. A reagdo de NO, com esse reagente produz uma coloracdo
rosea, que foi quantificada por meio da leitura das densidades o6ticas em
leitor ELISA (Organon-Tecknica®, Roseland, New Jersey, EUA) em
540 nm. As concentra¢es padrdes de NO, (0-150 pumol/L) também
tiveram as densidades Gticas determinadas, permitindo a quantificacao
dos valores de nitrito/nitrato na amostra, em pmol/L, com auxilio da
equagdo da reta, sendo considerado aceitavel um valor de “R”acima de
0,9.

4.9.5 Atividade da enzima Adenosina Deaminase

A adenosina deaminase (ADA) foi avaliada de acordo com o
método desenvolvido por Giusti e Galanti (1984). Inicialmente,
amostras com concentragdes conhecidas (volume final 250 pL) de
NaH,P0,.H,0 (35 mM), Na,HPO,.12H,0 (15 mM) e NH3SO, (15 mM)
foram preparadas com a finalidade de obter uma curva-padrdo com
concentragBes conhecidas (10-50 U/L). As amostras de 20 pL de soro
dos sujeitos foram transferidas para cubetas e a reacdo enzimatica foi
iniciada com a adicdo da solucéo de adenosina fosfato [pH 6,5, 500 uL,
composi¢do: NaH,PO,.H,0 (35 mM), Na,HPO,12H,0 (15 mM) e
adenosina (0,5 mM)] e em seguida foram incubadas por 1 h a 37°C.
Apos o periodo de incubagdo, a reacdo enzimatica foi bloqueada pela
adi¢do da solugdo (1000 pL) de fenol (1 mM), nitroprussiato de sédio
(0,17 mM) e tampdo fosfato (1000 puL: NaOCl: 11 mM). Esta solugéo
também foi adicionada as cubetas contendo concentra¢des diferentes das
amostras padrao (volume final 2500 pL). As absorbancias das amostras
foram lidas em 620 nm em leitor ELISA (Organon-Tecknica®,
Roseland, New Jersey, EUA). Os resultados foram expressos em U/L,
com auxilio da equacéo da reta, sendo considerado aceitavel um valor de
“R”acima de 0,9.

4.9.6 Leucograma

O leucograma foi analisado pelo método semi-automatizado,
utilizando o equipamento Heco 5 Plus Radim Company® (Pomezia,
Roma, Itélia). Os valores de referéncia estdo apresentados na Tabela 2
(WALLACH, 2003).
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Tabela 2 - Valores de referéncia para os parametros do leucograma avaliados

Anélise Laboratorial Valor de Referéncia Faixa Etaria
Leucdcitos totais (céls./mm?®) 6.000 - 14.000 01 - 23 meses
4.000 - 12.000 02 - 09 anos
4.000 - 10.500 10 - 17 anos
Neutréfilos (céls./mm®) 1.000 - 6.000 01 - 23 meses
1.200 - 6.000 02 - 09 anos
1.300 - 6.000 10 - 17 anos
Linféctios (céls./mm?) 1.800 - 9.000 01 - 23 meses
1.000 - 5.500 02 - 09 anos
1.000 - 3.500 10 - 17 anos
Mondcitos (céls./mm®) <1.000 01 - 23 meses
< 1.000 02 - 09 anos
< 1.000 10 - 17 anos

Fonte: Wallach, 2003
4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram digitados com dupla entrada para comparagdo e
deteccdo de possiveis erros. A normalidade dos dados e a
homogeneidade das variancias foram avaliadas pelo teste Shapiro-Wilk.
As variaveis continuas foram expressas em média + erro padrdo da
média, caso apresentassem distribuicdo simétrica, ou em mediana e
intervalo interquartil (IQR: 25 a 75°) caso apresentassem distribuicdo
assimétrica. As variaveis categoricas foram apresentadas por frequéncia
de distribuic&o.

A andlise de regressdo linear mdultipla foi realizada entre 0 GC
v.s. GFC e GC v.s. todos os subgrupos do GFC (GFCB~, GFCB",
GFCPa e GFCPa"), utilizando o teste de Wald para obter o valor da
significancia estatistica. As varidveis de confusdo foram sexo e idade e
as variaveis de mediacdo foram zP/l, zE/l, zIMC/l, %GC, zAGB,
zAMB. Na analise de regressdo todas as variaveis assimétricas foram
transformadas em log natural para a normalizagdo. Para a comparagao
dos valores em média e mediana dos desfechos entre 0 GC e 0s grupos
FC utilizou-se a significancia representada pelos valores de “p” bruto da
analise de regressdo linear maltipla.

A anélise de correlagdo foi realizada no GFC e GC pelo teste de
Pearson ou Spearman, quando apropriado. Os softwares Microsoft
Office Excel 2007® (Microsoft Office XP, Redmond, Washington, EUA)
e STATA® versdo 11.0. (Stata Corp., College Station, Texas, EUA)
foram utilizados para a analise dos dados. Foi adotada uma significancia
de 5% (p< 0,05).



5 ARTIGO ORIGINAL

Relacédo entre resposta inflamatoria, estado nutricional e funcao
pulmonar em criancas e adolescentes com fibrose cistica

Titulo abreviado: Inflamacéo, estado nutricional e fibrose cistica
RESUMO

Objetivo: Avaliar a relacdo entre resposta inflamatéria, estado
nutricional e fungdo pulmonar em criancas e adolescentes com Fibrose
Cistica (FC). Métodos: Estudo clinico-transversal com 86 sujeitos
distribuidos em Grupo Controle (GC, n=31) e Grupo FC (GFC, n=55),
redistribuido em GFC bacteriologia negativa (GFCB) ou GFC
bacteriologia positiva (GFCB") e GFC Pseudomonas aeruginosa
negativa (GFCPa) ou GFC Pseudomonas aeruginosa positiva
(GFCPa"). Estado nutricional avaliado pelo z-escore de peso-para-idade
(zP/1), estatura-para-idade (zE/l), indice de massa corporal-para-idade
(zIMCI/1), area muscular do braco (zAMB), area gordurosa do brago
(zAGB) e percentual de gordura corporal (%GC) e fungdo pulmonar
pelo Volume Expiratério Forcado no primeiro segundo (VEF,).
Resposta inflamatoria avaliada pela dosagem de mieloperoxidase
(MPO), interleucina-1beta (IL-1p), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a), proteina C-reativa (PCR), metabdlitos de Oxido nitrico (NOXx),
adenosina deaminase (ADA) e contagem de leucdcitos, neutrdfilos,
linfocitos e monécitos. Resultados: Comparados ao GC e apés analise
ajustada para variaveis de confusdo observou-se: reducdo do zIMC/I e
zZAMB no GFC (p=0,030; p=0,019), GFCB" (p=0,030; p=0,029), e
GFCPa" (p=0,047; p=0,026). Aumento da MPO (p<0,001, todos
subgrupos), IL-1B (p<0,001, todos subgrupos) e PCR (GFC: p=0,002;
GFCB™: p=0,007; GFCB": p=0,009; GFCPa : p=0,004 e GFCPa":
p=0,020). Nos GFCB" e GFCPa", NOx (p=0,001; p<0,001), leuctcitos
(p=0,002; p=0,001) e neutréfilos (p=0,003; p<0,001) estavam
aumentados. No GFC foi observada correlacdo positiva entre VEF; e
zP/1 (p=0,009), zE/I (p=0,006), zIMC/I (p=0,028) e zZAMB (p=0,027) e
negativa com leucdcitos (p=0,008) e neutrdfilos (p=0,031), correlacdo
negativa entre zZAMB e NOx (p=0,028). Conclusao: sujeitos com FC
independente do tipo de infeccdo acometida apresentam resposta
inflamatdria importante caracterizada por aumento de MPO, IL-1p e
PCR. A bacteriologia positiva apresentou efeito aditivo na resposta
inflamatdria levando ao aumento do NOX, leucdcitos e neutrofilos. A
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desnutricdo, leucocitose e neutrofilia estdo correlacionadas com a
reducdo da funcdo pulmonar.

Palavras-chave: Adolescentes, Criancas, Estado nutricional, Fibrose
cistica, Fungdo pulmonar, Infeccdo, Inflamacéo.
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INTRODUCAO

As infecgbes persistentes e a ativacdo da resposta inflamatoria
representam fatores importantes para o progndéstico da Fibrose Cistica
(FC) [1]. O infiltrado persistente de neutrdfilos favorece a resposta
inflamatdria com ativacéo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-
kB), que promove a sintese do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) ¢
da interleucina-lbeta (IL-1B) [2]. Estas citocinas e a inflamacéo
persistente favorecem a producdo hepética da proteina C-reativa (PCR)
[3].
Ainda como resposta a inflamacdo a enzima mieloperoxidase (MPO),
secretada pelos neutrofilos ativados, produz acidos oxidantes, que geram
danos teciduais [4]. Outra enzima que esta presente neste processo é a
adenosina deaminase (ADA), que apresenta atividade nos linfocitos T e
macréfagos, sendo encontrada em altas concentragdes nos tecidos
linfoides [5]. Neste processo inflamatério, ha ainda evidéncias de que a
alteracdo na biossintese de dxido nitrico, um composto enddgeno
produzido pela acdo da enzima éxido nitrico sintase (NOS), também
contribua para a lesdo pulmonar na FC [6]. Desta maneira, evidencia-se
a relacdo sinérgica entre inflamacdo e lesdo pulmonar resultando no
progressivo declinio da fung¢do pulmonar em pacientes com FC [7].
A funcgdo pulmonar e a deplecdo nutricional sdo fatores relacionados e
dependentes [8], pois ambas sdo decorrentes do aumento do gasto
energético devido as infecges de repetigdo, a inflamagdo persistente e
ao aumento do esforco respiratério [9]. Além disto, o processo
inflamatdrio gerado na FC é mediado por citocinas pré-inflamatorias, o
TNF-a e IL-1p, que apresentam efeitos anoréxicos [10]. Assim, a perda
de peso predispde a diminuicdo de massa magra, com consequéncias
sobre 0s musculos respiratorios e a elasticidade pulmonar [9].

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a relagdo entre
resposta inflamatoria, estado nutricional e fungdo pulmonar em criangas
e adolescentes com FC.

METODOS

Delineamento do estudo

Estudo clinico-transversal (Abril 2009 - Dezembro 2011) realizado no
Hospital Infantil Joana de Gusmao (HIG), Florianépolis/SC, Brasil.
Estudo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
do HIJG (#048/2009) e registrado no Australian New Zealand Clinical
Trials  Registry (#ACTRN12611001217998). O Termo de
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Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado pelos responsaveis dos
sujeitos incluidos no estudo.

Sujeitos

A amostra, ndo-probabilistica por conveniéncia, incluiu 86 criancas e
adolescentes distribuidos em seis grupos: Grupo Controle (GC) com 31
sujeitos (n= 19, sexo feminino), idade mediana de 4,62, Interquartil
(IQR) (3,04 - 8,91) anos e 55 sujeitos no Grupo FC (GFC) (n= 29, sexo
feminino) com mediana de idade de 3,89 (IQR: 1,77 - 8,52) anos. O
GFC (n= 55) foi distribuido de acordo com a presenca ou auséncia de
microorganismos patogénicos para FC: Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa), Staphylococcus aureus (S. aureus), Burkholderia cepacia
(B. cepacia) em GFC bacteriologia negativa (GFCB , n= 27) ou GFC
bacteriologia positiva (GFCB”, n= 28) e pela presenca ou auséncia de P.
aeruginosa em GFC P. aeruginosa negativa (GFCPa , n= 36) ou GFC
P. aeruginosa positiva (GFCPa", n= 19) (Figura 1).

Os critérios de inclusdo para o0 GC foram: sujeitos sem FC com a mesma
idade e sexo do GFC, dentro da faixa de normalidade para peso-para-
idade e estatura-para-idade e para o GFC foram: sujeitos com
diagnostico de FC baseado no teste do suor (cloreto no suor > 60
mmol/L) e com idade entre um e 16 anos. Excluiu-se do GC e GFC os
sujeitos com febre, diagnostico de trauma, doencas inflamatorias,
psiquiatricas, degenerativas, cardiovasculares, diabetes, intolerancia a
glicose, insuficiéncia renal, imunodeficiéncia priméaria ou secundaria e
em uso de: antibidticos, horménios, anti-inflamatérios ndo hormonais,
imunossupressores e anti-histaminicos, até 30 dias antes da coleta de
dados. Do GFC foram excluidos ainda os sujeitos em exacerbacdo
pulmonar (definida pela presenca de pelo menos trés dos seguintes
sintomas): 1) tosse aumentada; 2) producdo de esputo aumentada e/ou
alteragdo na aparéncia do esputo; 3) febre > 38°C na semana
anterior/mais de uma vez, por pelo menos 4 horas durante 24 horas; 4)
frequéncia respiratéria aumentada e/ou dificuldade de respirar
(identificada por chiados, crepitacdo ou respiracdo ofegante); 5)
toleréncia reduzida aos exercicios; 6) reducdo no Volume Expiratério
Forcado no primeiro segundo (VEF;) > 10% do valor anterior dentro dos
Ultimos 3 meses; 7) absenteismo da escola devido a doenca; 8) perda de
peso > 1 kg ou 5% do peso corporal, associada & anorexia e ingestao
reduzida da dieta [11]. De um total de 75 sujeitos com FC contatados
durante o periodo de selecdo, houve uma excluséo de 20 sujeitos: cinco
com idade inferior a um ano, 10 em tratamento com antibidtico, dois
com febre e trés com doenga psiquiatrica.
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Avaliacdo Nutricional

Os dados antropométricos foram aferidos por nutricionista treinado
segundo a World Health Organization (WHO, 1995) [12]. Para o0s
sujeitos até 2 anos e > 2 anos: o peso foi aferido em balanga digital
pediatrica da marca Filizola® (Santo André, Sdo Paulo, Brasil) e com a
balanca digital BK 50 F (Balmak®, Santa Barbara d*Oeste, Sao Paulo,
Brasil), respectivamente e a estatura foi aferida com o estadidbmetro
infantil (Sanny®, S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil) e com o antropémetro
(Alturaexata®, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), respectivamente.
O diagnéstico nutricional foi estabelecido pela WHO (2006/2007) [13,
14], utilizando o programa Anthro versdo 3.2.2 e AnthroPlus versdo
1.0.3 (Geneva, EUA). Foram utilizados os indicadores em Z-escore de
peso-para-idade (zP/I) (sujeitos com idade até 10 anos), estatura-para-
idade (zE/1) e indice de massa corporal-para-idade (zIMC/1).

O Percentual de Gordura Corporal (%GC) foi estimado a partir das
dobras cutaneas: bicipital (DCB), tricipital (DCT), subescapular (DCSE)
e supra-iliaca (DCSI), aferidas com o Compasso de Dobras Cutaneas
Lange skinfold caliper® (Beta Tecnology Corporated-Santa Cruz,
Califérnia, EUA), segundo as férmulas propostas por Weststrate e
Deurenberg (1989) [15] e a Circunferéncia do Brago (CB) foi obtida
com uma fita métrica ineléstica [12]. O Z-escore da Area Muscular do
Braco (zAMB) e a Area Gordurosa do Brago (zAGB) foram avaliadas
segundo Frisancho (1981) [16], com o auxilio do Programa Siscres
Crescimento e Desenvolvimento (Campinas, S&o Paulo, Brasil).

O protocolo de tratamento do HIJG prescreve para agqueles com idade
>] ano até <4 anos, 2 mL/dia do suplemento vitaminico SourceCF®
(Eurand Pharmaceuticals, Huntsville, Alabama, EUA) e para os demais
com idade >4 até <10 anos, 1 comprimido/dia e com idade >10 anos, 2
comprimidos/dia do suplemento vitaminico ADEK's® (Axcan Pharma,
Birmingham, Alabama, EUA), seguindo as  recomendacdes de
Borowitz, Baker e Stallings (2002) [17].

Escore de Shwachman-Kulczycki e Fun¢éo Pulmonar

O Escore de Shwachman-Kulczycki (escore S-K) (1958) [18] foi
utilizado para classificar a gravidade da doenca. O estado clinico do
sujeito foi considerado “excelente” quando o escore foi >86, “bom”
entre 71 ¢ 85, “médio” entre 56 e¢ 70, “moderado” entre 41 e 55, e
“grave” quando <40. A funcdo pulmonar foi avaliada para os sujeitos >5
anos (n= 36), pelo VEF; [19], com o espirdmetro modelo Renaissance
Spirometry System (Puritan-Bennett Corporation®, Wilnington, Carolina
do Norte, EUA).
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Andlise Bacterioldgica

A secregdo da cavidade orofaringea foi coletada com um “swab ” estéril,
com os sujeitos em jejum de 10 horas, e avaliada microscopicamente
(microscdpio NIKON E200, Chiyoda, Téquio, Japao) pelo método de
Gram [20]. Os homogeneizados formados a partir de 0,5 mL da por¢do
purulenta do escarro adicionado a 1 mL de solucdo salina estéril foram
inoculados em uma placa contendo agar sangue de carneiro (Oxoid, Sdo
Paulo, Brasil), uma placa contendo agar chocolate suplementado com
0,1% de extrato de levedo (Oxoid, Sdo Paulo, Brasil) e com 20 pg/mL
de nicotinamida adenina dinucleotideo (Sigma-Aldrich®, Saint Louis,
Missouri, EUA), outra placa contendo o meio agar Mack Conkey
(Oxoid, Séo Paulo, Brasil), outra placa contendo o meio seletivo para B.
cepacia (Oxoid, Séo Paulo, Brasil) e uma Gltima placa contendo agar
Manitol (Oxoid, S&o Paulo, Brasil). A indica¢do de presenca de infec¢do
para FC foi realizada a partir da contagem das UFC (> 10° UFC/mL)
[20].

Avaliacdo da Resposta Inflamatoria

As amostras de sangue foram coletadas com os sujeitos em jejum de 10
horas. A mieloperoxidase (MPQO), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a), interleucina 1-beta (IL-1p), proteina C-reativa (PCR), metabdlitos de
Oxido nitrico (NOXx) e adenosina deaminase (ADA) foram analisados no
soro, utilizando tubos secos. As aliquotas foram congeladas sob
temperatura de -80 °C para posterior analise. O leucograma foi analisado
no sangue total, utilizando tubos contendo acido etilenodiamino tetra-
acético - EDTA (do inglés, Ethylenediamine tetraacetic acid).

Atividade das enzimas MPO e ADA

A atividade da MPO e ADA foi avaliada de acordo com o método
desenvolvido por Rao et al. (1993) [21] e Giusti e Galanti (1984) [22],
respectivamente. A reacdo foi estimada pela medida colorimétrica
(absorbancia a 450 e 620 nm, respectivamente), em leitor ELISA
(Organon-Tecknica®, Roseland, New Jersey, EUA), por interpolacéo a
partir da curva padréo de cada enzima.

Concentracdo de IL-15 e TNF-a

As concentragBes das citocinas foram mensuradas pela técnica de
Enzimaimunoensaio - ELISA  (do inglés,  Enzyme-linked
Immunoabsorbent Assay). Os Kits de ELISA foram utilizados conforme
as instrugbes do fabricante (BD Biosciences®, San José, Califérnia,
EUA). Para cada citocina foram utilizados anticorpos monoclonais
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especificos, anti-TNF-a e anti-1L-1B. A mensuracdo das citocinas e das
concentracBes padrfes foram realizadas pela medida colorimétrica
(absorbancia a 450 nm) em um leitor ELISA (Organon-Tecknica®,
Roseland, New Jersey, EUA), por interpolacdo a partir de uma curva
padrdo.

Concentragédo da PCR

A dosagem da PCR foi realizada de acordo com o método de
nefelometria, utilizando o reagente CardioPhase® hsCRP, Siemens
Healthcare Diagnostics (Tarrytown, Nova lorque, EUA) e o
equipamento BN® I1, Siemens Healthcare Diagnostics (Tarrytown, Nova
lorque, EUA), conforme as instrugdes do fabricante.

Concentragdo dos NOx

O oOxido nitrico foi determinado pela mensuracdo das concentracdes de
nitrito (NOy) e nitrato (NOgy), utilizando a reacdo de Griess, conforme a
metodologia descrita por Green et al. (1982) [23]. A reacéo foi estimada
pela medida colorimétrica (absorbancia 540 nm) em leitor ELISA
(Organon-Tecknica®, Roseland, New Jersey, EUA), por interpolagdo a
partir de uma curva padréo.

Leucograma

O leucograma foi analisado pelo método semi-automatizado, utilizando
0 equipamento Heco 5 Plus Radim Company® (Pomezia, Roma, Italia)
[24].

Anélise estatistica

A normalidade da distribuicdo dos dados e a homogeneidade das
variancias foram avaliadas pelo teste Shapiro-Wilk. Os resultados foram
expressos em média * erro padrdo da média quando a distribuicdo foi
simétrica e em mediana e intervalo interquartil quando assimética. A
andlise de regresséo linear maltipla foi realizada entre 0 GC v.s. GFC e
GC v.s. todos os subgrupos do GFC (GFCB , GFCB®, GFCPa e
GFCPa"), utilizando o teste de Wald para obter o valor da significancia
estatistica. Estabeleceu-se como variaveis de confuséo o sexo e a idade,
e como variaveis de mediacdo o zP/l, zE/l, zIMC/I, zAGB, zAMB e
%GC. Na andlise de regressdo todas as variaveis assimétricas foram
transformadas em log natural para a normalizagdo. Para a comparagéo
dos valores em média e mediana dos desfechos entre 0 GC v.s. grupos
FC utilizou-se a significancia representada pelos valores de “p” bruto da
andlise de regressdo linear maltipla. Foi aplicada a analise de correlagéo
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No GFC e GC pelos testes de Pearson ou Spearman quando apropriado.
O software estatistico STATA® versdo 11.0. (Stata Corp., College
Station, Texas, EUA) foi utilizado para a analise dos dados. Foi adotada
uma significancia de 5% (p< 0,05).

RESULTADOS

Caracteristicas clinicas da populagéo

A média de idade do diagndstico no GFC foi 1,78 £ 0,40 anos, a qual foi
maior para os GFCB" e GFCPa" (2,65 e 2,59 anos, respectivamente). O
valor médio do Escore S-K no GFC foi 87,55 + 2,41 pontos, sendo
classificado: “excelente” para 76,36% (n= 42), “bom” para 12,73% (n=
7), “médio” para 3,64% (n= 2), “moderado” para 1,82% (n= 1) e
“grave” para 5,45% (n= 3) (Tabela 1). As bactérias patogénicas
prevalentes foram S. aureus e P. aeruginosa, ambas com 34,54%
(n=19), seguida pela B. cepacia com 5,45% (n= 3).

O valor médio do VEF; foi significativamente maior no GC (n= 14;
88,57 + 2,67%) comparado com o GFC (n= 22; 66,77 + 4,51%, p=
0,001). O VEF; mostrou uma significativa reducio no GFCB* (57,87 +
4,71%) e no GFCPa" (54,82 + 5,10%) (Tabela 1), comparado com o GC
(ambos, p< 0,001) (Tabelas 3 e 4). Ap6s a analise ajustada para
variaveis de mediacio o GFCPa" manteve a significancia (p= 0,046)
(Tabela 4), porém, houve a perda da significancia no GFC (p= 0,207)
(Tabela 2) e no GFCB" (p= 0,108) (Tabela 3), ou seja, a associacio foi
mediada pelo estado nutricional nestes dois grupos.

Tabelas 1,2,3e4

Estado Nutricional

Os grupos FC ndo apresentaram diferengas no zPl e zE/I comparados
com o GC (Tabelas 2, 3 e 4). O zIMC/I foi em média menor no GFC
(-0,26 + 0,15), GFCB" (-0,38 + 0,24) e no GFCPa" (-0,35 * 0,32)
comparados com o GC (0,30 + 0,22) (Tabela 1), mesmo ap6s a andlise
ajustada (GFC: p= 0,030; GFCB": p= 0,030 e GFCPa": p= 0,047)
(Tabelas 2, 3 e 4). N&o foi observado diferengas no %GC e zAGB nos
grupos FC comparados com o GC (Tabelas 2, 3 e 4). Observou-se
diminuicdo da massa muscular, avaliada pela mediana da zAMB, no
GFC (-1,38), GFCB" (-1,68) e GFCPa" (-1,57), comparados com 0 GC
(-0,59) (Tabela 1), mesmo apds a andlise ajustada (GFC: p= 0,019;
GFCB™: p=0,029; GFCPa": p= 0,026) (Tabelas 2, 3 e 4).
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Resposta Inflamatéria

A atividade da enzima MPO foi significativamente menor (p< 0,001) no
GC (mediana: 195,47 mU/mL) comparada com o GFC (mediana:
387,82 mU/mL). As concentragbes da MPO, no GFCB™ (mediana:
364,44 mU/mL) e GFCB® (mediana: 408,45 muU/mL), foram
significativamente maiores comparada com o GC (ambos, p< 0,001). O
mesmo foi observado no GFCPa (mediana: 380,68 mU/mL) e GFCPa"
(mediana: 378,68 mU/mL) comparados com o GC (ambos, p< 0,001)
(Figura 2 a). Apos a andlise ajustada para variaveis de confusdo e
mediacdo a diferenca permaneceu estatisticamente significativa (Tabelas
2,3e4).

A mediana de concentracdo da IL-1p mostrou diferenga entre os grupos,
GFC (10,43 pg/mL), GFCB™ (10,21 pg/mL), GFCB" (10,78 pg/mL),
GFCPa (10,15 pg/mL) e GFCPa" (10,92 pg/mL), comparados com 0
GC (4,43 pg/mL) (todos os grupos, p< 0,001) (Figura 2 b). Esta
diferenca (p< 0,001) permaneceu apds a analise ajustada para variaveis
de confuséo e mediacdo (Tabelas 2, 3 e 4).

Na analise bruta a concentracdo de PCR foi maior em todos os grupos
FC (GFC: 0,65 mg/L; GFCB™: 0,43 mg/L; GFCB™: 0,69 mg/L;
GFCPa : 0,56 mg/L e GFCPa": 0,65 mg/L) comparados com o0 GC (0,28
mg/L) (Figura 2 c). Apos a analise ajustada os grupos GFC, GFCB e
GFCPa mantiveram a significancia (p= 0,020; p= 0,017 e p= 0,013,
Tabelas 2, 3 e 4, respectivamente). Porém, nos GFCB* e GFCPa" ap6s o
ajuste para as variaveis de mediacdo houve a perda da significancia
(GFCB": p= 0,102 e GFCPa": p= 0,155, Tabelas 3 e 4, respectivamente),
ou seja, existe associacdo, mas o efeito foi mediado pelo estado
nutricional.

Figura2a,2be2c

Em comparagdo com o GC (35,15 umol/L), as concentrages de NOXx no
GFC (36,45 umol/L), foram significativamente maiores (p= 0,034)
(Figura 3 a). Ap6s 0 ajuste para as variaveis de confusdo o valor de
significancia ficou limitrofe (p= 0,054) (Tabela 2). Nos GFCB" (38,50
pumol/L) e GFCPa" (55,20 pmol/L) as concentra¢des de NOx foram
maiores comparadas com o GC (GFCB": p= 0,002 e GFCPa": p< 0,001)
(Figura 3 a) mantendo a significancia ap6s a analise ajustada (GFCB":
p= 0,044 e GFCPa": p= 0,007) (Tabelas 3 e 4).

Em relacdo & concentracdo de TNF-o, atividade da enzima ADA e
contagem de linfécitos e mondcitos, ndo foi observado diferencas de
nenhum dos grupos de FC comparados com o GC, tanto na andlise bruta
guanto na anélise ajustada (Tabelas 2, 3 e 4). Na andlise bruta a
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contagem de leucdcitos e neutréfilos, no GFC (leucdcitos: p= 0,011 e
neutrofilos: p= 0,018), GFCB" (leucdcitos: p= 0,005 e neutrdfilos: p=
0,004) e GFCPa" (leucdcitos: p= 0,003 e neutrdfilos: p= 0,001) (Figura
3 b e 3 ¢) foram maiores comparadas com o GC. Apds a andlise ajustada
para as variaveis de mediacio os grupos GFCB” (leucécitos: p= 0,005 e
neutrofilos: p= 0,049) e GFCPa™ (leuctcitos: p= 0,001 e neutrdfilos: p=
0,002) mantiveram a significancia (Tabelas 3 e 4), porém no GFC houve
a perda da significancia para leucécitos (p= 0,057) e neutrofilos (p=
0,111) (Tabela 2), ou seja, existe associacdo, mas o efeito foi mediado
pelo estado nutricional.

Figura3a,3be3c

No APENDICE B encontra-se a tabela suplementar com os valores em
mediana e intervalo interquartil para MPO, IL-1p, PCR, NOx, leucdcitos
e neutrdfilos do GC e subgrupos de FC.

Correlagdes entre a resposta inflamatoria, estado nutricional e fungéo
pulmonar

No GFC a fungéo pulmonar, avaliada pelo VEF,, apresentou correlagédo
positiva significativa com o estado nutricional [zP/I (r= 0,67; p= 0,009),
ZE/l (rho= 0,57; p= 0,006), zIMC/I (r= 0,47; p= 0,028) e zAMB (rho=
0,47; p= 0,027)], ao contrario do que foi observado no GC, onde néo
houve correlagdo significativa para os mesmos indicadores (Figura 4 a,
4 b, 4 c e 4d). Aresposta inflamatéria avaliada pelos leucécitos (rho=
-0,55; p= 0,008) e neutrdfilos (rho= -0,46; p= 0,031) mostrou correla¢do
negativa significativa com o VEF;, 0 mesmo ndo ocorreu no GC (Figura
5 a e 5 b). O estado nutricional, avaliado pela zAMB, mostrou
correlagdo negativa significativa com a inflamagdo (NOx: r= -0,30; p=
0,028), somente no GFC (Figura 5 c).

Figurada,4b,4cedd

Figura5a,5beb5c

DISCUSSAO

A infecgdo tem um impacto negativo na fungdo pulmonar, medida pelo
VEF;, considerando os dados do presente estudo onde este marcador foi
menor em ambos 0s GFC infectados. Este dado também foi observado
em criangas e adolescentes com FC infectadas com P. aeruginosa, que
foram acompanhadas por dois anos, onde o VEF; foi reduzido neste
grupo quando comparado aquele ndo infectado [25].

Os subgrupos com FC apresentaram os indicadores zP/I e zE/l inferiores
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ao GC, apesar de ndo apresentarem diferenca estatistica. Porém, a média
de zP/I para individuos com FC foi superior aquela observada nos dados
do Registro Brasileiro de FC (-0,67) e semelhante para mediana de zE/I
(-0,71) [26]. O melhor estado nutricional observado neste estudo poderia
ser explicado pela idade do diagndstico, pois os dados do Registro
Brasileiro de FC apontam uma idade superior (5,36 anos) [26] aquela
observada nesta investigacado e, além disto, devido as condicdes clinicas,
pois nos dados do Registro Brasileiro de FC 36,5% dos individuos
foram classificados como “excelente” pelo escore S-K, sendo este
percentual inferior ao deste estudo [26].

Em relacdo ao zIMC/I, correspondente ao percentil médio de 39,74°
(dados ndo apresentados), este foi inferior a média encontrada nos EUA
de 48,7° [27]. Observou-se ainda, que o zIMC/I foi menor nos grupos
GFC, GFCB" e GFCPa" comparados com o GC. Resultado semelhante
foi encontrado em um estudo realizado em pacientes com FC infectados
por P. aeruginosa, com zIMC/I médio inferior (-1,04 = 1,52)
comparados com os ndo infectados (0,28 = 1,03, p=0,02) [28]. Ressalta-
se, entretanto, que os estudos acima relacionados utilizaram como
referéncia na avaliagdo nutricional as curvas do Center for Disease
Control and Prevention (CDC), 2000. Este fato limita a comparacéo e
interpretacdo dos resultados, porém as curvas estabelecidas pela WHO
(2006/2007) representam os instrumentos atuais com melhor descri¢do
do crescimento e desenvolvimento de criangas e adolescentes. Em um
estudo realizado com 21 pacientes com FC (idade entre zero e 18 anos)
observou-se 67% de déficit nutricional (Z-escore < -1 desvio padrao)
diagnosticado pelos padrbes propostos pela WHO em comparagdo com
33% de déficit nutricional pelo CDC [29].

A associagdo da avaliacdo da composi¢do corporal detecta de forma
mais precisa e precoce as alteragdes nutricionais, antecipando as
intervencdes, retardando o declinio da funcdo pulmonar e reduzindo o
risco de infecgBes [30]. No presente estudo foi observada deplecéo
muscular, avaliada pela zZAMB, nos grupos: GFC, GFCB" e GFCPa" em
comparagdo com o GC. Dado semelhante foi observado em 114 criancas
e adolescentes com FC sendo que o Z-escore de massa magra destes
pacientes foi significativamente abaixo da normalidade (Z-escore < -2)
[31].

A deplegéo do estado nutricional observada no presente estudo também
teve impacto negativo na funcdo pulmonar, assim como a infec¢do. Na
pesquisa que avaliou 620 pacientes com FC entre 6 e 18 anos de idade,
também encontrou correlagdo positiva significativa entre VEF; e zE/I,
zP/l e zIMC/I [8]. Em um estudo de acompanhamento, durante dois
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anos, com 319 criangas com FC mostrou melhora no VEF; naquelas que
ganharam peso em comparacao com as que perderam (p= 0,01) [32]. Os
autores justificam que 0 mecanismo desta interagdo poderia ser
explicado pela dependéncia entre a preservacao do estado nutricional e a
manutencao da contratibilidade dos mdsculos respiratorios.

O estado nutricional medido pela AMB e a inflamagdo avaliada pelo
NOx mostrou correlacdo negativa. Em um estudo que avaliou a relagédo
entre a inflamag&o e o estado nutricional em 42 criangas e adolescentes
com FC, também detectou uma correlacdo negativa entre zIMC e
elastase neutrofilica (r= -0,43; p= 0,022) [30]. A correlacdo negativa
verificada neste estudo entre o VEF; e inflamacdo medida pela
contagem de leucdcitos e neutrofilos também foi observada em outro
estudo que avaliou a funcdo pulmonar e a contagem de neutréfilos [(r=
-0,26; intervalo de confianga 95% (-0,42 até -0,08)] [33]. Este fato pode
ser em parte explicado, pelo processo inflamatdrio continuo associado
ao estado de catabolismo protéico favorecer a reducdo de massa
muscular e consequentemente a perda da funcéo pulmonar.
Independente da andlise bacteriol6gica as concentracbes de MPO
estavam aumentadas nos subgrupos de FC comparados com o GC.
Resultado semelhante foi encontrado no estudo que avaliou criangas
com FC (n=29) e sem FC (n= 16), onde a MPO foi significativamente
maior no grupo FC comparado com os controles (p= 0,001). Entretanto,
diferente do presente estudo, as concentragdes de MPO foram maiores
nas criancas com FC infectadas com Pseudomonas aeruginosa (n= 5)
comparadas aquelas sem infec¢do (n= 24) (p= 0,003) [34].

No presente estudo as concentra¢fes de IL-1p e PCR também estavam
aumentadas nos subgrupos de FC comparados com o GC, independente
da analise bacterioldgica. Dado contrario foi observado no estudo que
avaliou um grupo de individuos com FC ndo infectado por P.
aeruginosa (n= 23, mediana de 13 anos de idade), no qual as
concentragcbes de IL-1p ¢ PCR foram significativamente menores
comparado ao grupo FC infectado por P. aeruginosa (n= 25, mediana de
16,5 anos de idade) (p< 0,050 e p= 0,030 respectivamente) [35].

Estes resultados mostram a presenga de inflamacdo sistémica nestes
pacientes e confirmam que a enzima MPO parece ser a principal
peroxidase identificada nas vias aéreas de pacientes com FC [34].
Contudo, a MPO produz oxidantes nas vias respiratorias, entre eles o
acido hipobromoso e hipocloroso, exacerbando a lesdo pulmonar [4].
Destaca-se ainda, que o aumento da citocina IL-1p tem sido associado a
anorexia e caquexia com consequente redugdo de peso [36]. Estudos
indicam que a proteina CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
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Regulator) apresenta propriedades anti-inflamatérias [37, 38].
Pesquisadores sugerem que a CFTR é supressora da inflamacéo, pois
regula a resposta imune a infec¢do pelo controle da atividade do NF-xB,
impedindo assim que se inicie a cascata pré-inflamatoria exacerbada
[37]. Na FC, portanto, a sinalizacdo inflamatdria via NF-«xB estd
aumentada devido a falta de sua inibicdo pela CFTR, aumentando a
producdo de citocinas pro-inflamatorias tais como IL-1p e TNF-a [37].
Desta maneira, este fato pode explicar a presenca de uma inflamagéo
sistémica independente da infeccdo bacteriana, observada neste estudo.
No presente estudo as concentragdes de NOx estavam aumentadas nos
grupos GFCB® e GFCPa" em comparacdo com o GC. Resultados
divergentes foram observados no estudo que avaliou o escarro de
adultos com FC ndo observando diferenca estatistica, mas ao analisar o
NO no ar exalado, observou-se uma reducgdo de 2-3 vezes nos pacientes
com FC, comparados com o GC [39]. Outros pesquisadores detectaram
gue os pacientes com FC infectados com P. aeruginosa (n= 14)
apresentaram concentragfes elevadas de nitrito no ar exalado,
comparados com os pacientes com FC ndo infectados (n= 20) (p= 0,040)
[40]. Este fato indica que o metabolismo do éxido nitrico esta alterado,
porém a interpretacdo dos dados para efeito de comparacdo entre os
estudos é prejudicada devido a utilizacdo de metodologias diferentes na
avaliacdo do 6xido nitrico [40]. A baixa concentragdo de Oxido nitrico
no ar exalado e a alta concentragdo de metabdlitos do 6xido nitrico na
circulagdo sistémica em pacientes com FC pode ser explicado pelo fato
do anion superdxido, liberado pelos neutrofilos ativados, reagir com o
oxido nitrico formando peroxinitrito e, subsequentemente nitrato,
diminuindo as concentra¢cdes do NO no ar exalado e aumentando as
concentracdes de nitrato na circulagdo sistémica [41].

No presente estudo ndo foram observadas alteragdes nas concentragdes
de TNF-a entre os subgrupos de FC comparados com 0 GC. Resultado
divergente do presente estudo foi observado na pesquisa que avaliou a
concentracdo de TNF-a no soro de sujeitos com FC com idade > 15
anos, sendo significativamente maior em todos os subgrupos de FC (n=
17, sem infeccdo cronica; n= 21, cronicamente infectados com P.
aeruginosa; n= 11, cronicamente infectados com Achromobacter
xylosoxidans; e n= 11, cronicamente infectados com B. cepacia),
comparados com o GC (n= 11) (p< 0,003) [42]. Ressalta-se que apesar
de ndo existir diferenca nas concentra¢fes de TNF-a no presente estudo,
clinicamente este fato deve ser considerado, uma vez que, foi observado
um aumento em valor absoluto desta citocina na circulagao sistémica em
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todos os subgrupos com FC, podendo alterar 0 metabolismo energético
de repouso, estimulando a lipdlise e catabolismo, causando anorexia e
perda de peso [43].

Néo foram observadas alteragdes nas concentragdes de ADA nos
subgrupos de FC comparados com o GC neste estudo. Resultados
divergentes do presente estudo foram descritos por outros autores que
avaliaram a atividade desta enzima em 17 criangas com FC, encontrando
um aumento da mesma, em compara¢do com criangcas sem FC (p<
0,001) [44]. Uma possivel explicacdo para este resultado é o fato de que
as altas concentracdes de ADA séo encontradas em tecidos linféides e
sua atividade esta relacionada com a proliferacdo e ativacdo dos
linfocitos durante a resposta celular [5]. Assim, a falta de alteracbes na
atividade da ADA pode estar relacionada, neste estudo, ao fato de nédo
ter ocorrido alteragBes na contagem de linfocitos entre os grupos
avaliados.

Né&o foram observadas alterac@es na contagem de linf6citos e mondcitos
entre 0s subgrupos de FC comparados com 0 GC neste estudo. Assim
como, em outro estudo observou-se que os pacientes adultos com FC
infectados com P. aeruginosa (n= 12) comparados com aqueles ndo
infectados (n= 11) apresentavam aumento no nimero de leucécitos
totais, fato ndo observado nos linfécitos e mondcitos [45]. A contagem
de leucécitos e neutréfilos estavam aumentadas nos grupos GFCB™ e
GFCPa" em comparacdo com o GC. Resultado semelhante foi
encontrado no estudo em que os infectados com P. aeruginosa
apresentaram um aumento na contagem de leucécitos e neutrofilos
comparado aqueles com bacteriologia negativa [46].

CONCLUSAO

Observa-se nesta investigacdo que as criancas e adolescentes com FC
independente do tipo de infeccdo acometida apresentam resposta
inflamatdria importante caracterizada por aumento de MPO, IL-1p e
PCR. A bacteriologia positiva apresentou efeito aditivo na resposta
inflamatdria levando ao aumento do NOX, leucdcitos e neutrofilos. A
desnutricdo, leucocitose e neutrofilia estdo correlacionadas com a
reducdo da funcdo pulmonar.

LIMITACOES

Um estudo transversal sé pode examinar associa¢des e ndo causalidade.
Portanto, este estudo ndo permite a avaliacdo da evolugdo natural e das
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interacbes causais entre infeccdo, inflamacdo, estado nutricional e
fungdo pulmonar ao longo do tempo. Além disto, ndo foi avaliada a
obediéncia dos pacientes com FC em relacdo ao protocolo prescrito
referente a suplementacdo de vitaminas e minerais. Adicionalmente, ndo
foi avalida a influéncia desta suplementacdo na resposta inflamatdria e
estado nutricional dos pacientes com FC.

Conflito de interesses: O financiador deste projeto ndo teve nenhum
envolvimento na concepg¢do e conducdo do estudo, coleta, analise e
interpretacdo dos dados e nem na aprovacdo do manuscrito ou decisao
de submeter o manuscrito. Ndo existem conflitos de interesse a declarar.

Financiamento: Este estudo recebeu suporte financeiro do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPQq)
(#474945/2008-1). Bolsa de produtividade, Programa Institucional de
Iniciacdo Cientifica (PIBIC), Programa de Pds-Graduacdo em Nutricdo
da Universidade Federal de Santa Catarina, Programa de Bolsas
Demanda Social/Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES).
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(GFC= Grupo Fibrose Cistica, GFCB = Grupo Fibrose Cistica bacteriologia
negativa, GFCB'= Grupo Fibrose Cistica bacteriologia positiva, GFCPa =
Grupo Fibrose Cistica Pseudomonas aeruginosa negativa, GFCPa’= Grupo
Fibrose Cistica Pseudomonas aeru%inosa positiva) comparados com o GC
(Grupo controle). p*= GC vs GFC; p’= GC vs GFCB'; p°= GC vs GFCB"; p’=
GC vs GFCPa ; p°= GC vs GFCPa'’; *Ap0s a analise ajustada para variaveis de
mediacdo houve a perda da significancia. Box plots: limite inferior das caixas=
percentil 25, linha dentro das caixas= mediana, limite superior das caixas=
percentil 75. Seguimento de reta acima e abaixo fora das caixas= valores
minimos e maximos. Circulos abertos= outliers. Os valores de “p”sdo derivados
do teste de Wald da analise bruta de regressdo linear multipla.
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GFCB ™= Grupo Fibrose Cistica bacteriologia negativa, GFCB*= Grupo Fibrose
Cistica bacteriologia positiva, GFCPa = Grupo Fibrose Cistica Pseudomonas
aeruginosa negativa, GFCPa'= Grupo Fibrose Cistica Pseudomonas aeruginosa
positiva) comparados com o GC (Grupo controle). p?= GC vs GFC; p°= GC vs
GFCB™; p°= GC vs GFCB"; p’= GC vs GFCPa ; p’= GC vs GFCPa". *Apés a
andlise ajustada para varidveis de confusdo houve a perda da significancia.
*Apb6s a analise ajustada para variaveis de mediacdo houve a perda da
significancia. Box plots: limite inferior das caixas= percentil 25, linha dentro
das caixas= mediana, limite superior das caixas= percentil 75. Seguimento de
reta acima e abaixo fora das caixas= valores minimos e méximos. Circulos
abertos= outliers. Os valores de “p”’sdo derivadots do teste de Wald da analise
bruta de regressdo linear multipla.
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6 LIMITACOES DO ESTUDO

Um estudo transversal s6 pode examinar associacbes e nao
causalidade. Portanto, este estudo ndo permite a avaliacdo da
evolucdo natural e das interacbes causais entre infeccdo
(particularmente a P. aeruginosa), inflamacdo, estado nutricional e
funcdo pulmonar ao longo do tempo.

Nao foi avaliada a obediéncia dos pacientes com FC em relacdo ao
protocolo prescrito referente a suplementagdo de vitaminas e
minerais. Adicionalmente, ndo foi avaliada a influéncia desta
suplementacdo na resposta inflamatoria e estado nutricional dos
pacientes com FC.






7 CONSIDERAGOES FINAIS

Esta investigacdo avaliou a resposta inflamatdria, o estado

nutricional e a funcdo pulmonar de criancas e adolescentes com FC.
Para esta avaliacdo foi considerada a presenca ou auséncia de bactérias
patogénicas para a FC e a presenca ou auséncia de P. aeruginosa nos
pacientes com FC, os quais foram comparados com um grupo controle.
Concluindo, observa-se nesta investigacdo que as criangas e
adolescentes com FC:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Apresentaram concentracdes elevadas de MPO, PCR e IL-1P
independente da infeccdo acometida, caracterizando uma resposta
inflamatdria sistémica. Aparentemente, a presenca de infec¢do néo
foi determinante para o0 estabelecimento de uma resposta
inflamatdria alterada.

A bacteriologia positiva teve um efeito aditivo na resposta
inflamatdria aumentando as concentracdes de NOX, e a contagem de
leucécitos e neutrofilos.

N&o apresentaram alteragcBes nas concentragfes de ADA, TNF-a, ¢
na contagem de linfocitos e mondcitos.

O GFC, GFCB" e GFCPa" apresentaram reducdo do zIMC/I e da
massa muscular avaliada pela zAMB em comparacdo com o GC.
Porém, ndo houve alteragdo nos indicadores zP/l, zE/l, %GC e
zAGB.

No GFC o estado nutricional, avaliado pelo zAMB, apresentou
correlagdo negativa com a resposta inflamatdria, avaliada pelo NOx.
No GFC a funcdo pulmonar apresentou correlacdo positiva com o
estado nutricional (zP/I, zE/l, zZIMC/I, zZAMB) e correlacdo negativa
com a resposta inflamatoria (leucécitos e neutréfilos).






8 SUGESTOES DE PESQUISAS FUTURAS

Realizar estudos longitudinais que permitam verificar a causalidade
entre infeccdo, inflamagdo, estado nutricional e funcdo pulmonar
para definir indicadores inflamatdrios e nutricionais que permitam
avaliar a evolucdo clinica e resposta ao tratamento dos pacientes com
FC.

Realizar estudos de intervencdo nutricional com nutrientes
imunomoduladores para avaliar o efeito no estado nutricional,
resposta inflamatoria e prognostico destes pacientes.
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APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“Marcadores pro-inflamatorios, de estresse oxidativo e de
disfagia em fibrocisticos”

Senhores Pais:

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

Eu, confirmo
que Diane de Lima Oliveira, Gabriela Datsch Bennemann ou Leticia
Cristina Radin Pereira discutiram comigo este estudo.

1. O presente estudo é parte do trabalho de dissertacdo de Mestradodas
pesquisadoras Diane, Gabriela e Leticia.

2. O objetivo deste estudo € avaliar a degluticdo, a respiracdo, o estado
nutricional, os niveis de estresse oxidativo e de marcadores
inflamatorios dos pacientes com Fibrose Cistica.

3. Minha participacédo e do meu filho colaborando neste trabalho é muito
importante porque permitird observar se existem ou ndo alteragdes na
degluticdo associadas ao comprometimento respiratério e quais 0s
marcadores de inflamagdo e estresse oxidativo (processo que ocorre nas
células onde ocorre o acimulo de substancias que aceleram o
envelhecimento destas células, e o aparecimento de doencas)
apresentam alteracdes significativas nos niveis séricos, encontrando-se
relacionados a Fibrose Cistica. A participacdo do meu filho na pesquisa
implica em eu responder a algumas perguntas sobre a Fibrose Cisticae o
pesquisador ird examinar dados do prontudrio, avaliar a degluticdo com
exame de imagem, avaliar estado nutricional, analisar exames de sangue
e exame da funcéo respiratoria.

Fui esclarecido de que os riscos e desconfortos relacionados a pesquisa
s80 0s seguintes:

a) seré realizada coleta de sangue,

b) o exame de imagem sera utilizado com RX e contraste. Esse contraste
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sera misturado ao alimento que sera oferecido ao paciente, o qual devera
engolir.

4. Eu autorizo os pesquisadores desta pesquisa a utilizar fotos e imagens
das avaliacGes, desde que em nenhum momento apareca a imagem de
forma que a crianga possa ser identificada. Fui esclarecido também de
que estas imagens serdo utilizadas somente para esta pesquisa e seréo
guardadas em local seguro, sob a responsabilidade do pesquisador,
durante cinco anos e que, somente as pessoas envolvidas diretamente
com a pesquisa terdo acesso a elas.

5. O Hospital Infantil Joana de Gusméo também estd interessado no
presente estudo e ja deu a permissdo por escrito para que esta pesquisa
seja realizada. Porém minha participacéo e de meu filho (a), ou ndo no
estudo ndo implicarda em nenhum beneficio ou restricdo de qualquer
ordem para meu (sua) filho (a) ou para mim.

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

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

8. Se eu tiver alguma ddvida a respeito da pesquisa, eu posso entrar em
contato com Diane pelo telefone (48) 88343012, Gabriela pelo telefone
(48) 9113 0043 e Leticia pelo telefone (47) 9975 8192

9. Eu concordo em participar deste estudo.

Nome e assinatura de participante maior de 14 anos:

Nome e assinatura do responsavel legal pela crianca:

Entrevistador:
Data:
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APENDICE C - Nota de imprensa

Pesquisa mostra que individuos com fibrose cistica independente da
infeccdo acometida apresentam quadro inflamatério importante,
além de diminuicéo da funcdo pulmonar e nutricional

Pesquisa realizada pela mestranda Leticia Cristina Radin
Pereira, sob orientacdo da Profa. Emilia Addison Machado Moreira,
junto ao Programa de Po6s-Graduacdo em Nutricdo da Universidade
Federal de Santa Catarina, reforca o fato dos individuos com fibrose
cistica apresentarem quadro inflamatério importante, diminui¢do da
fungdo pulmonar e perda nutricional, independentemente do tipo de
infeccdo acometida.

O trabalho avaliou a relacdo entre resposta inflamatdria, estado
nutricional e funcdo pulmonar em 55 criangas e adolescentes com
fibrose cistica e comparou os resultados com 31 criancas saudaveis. A
conclusdo final indicou que os pacientes com fibrose cistica
apresentavam diminuicdo do indice de massa corporal e massa
muscular, além de reducdo da funcdo pulmonar. Foi observado também
que, independente de estarem infectados pelas bactérias Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Burkholderia cepacia, 0s
pacientes apresentavam aumento nas concentracBes de marcadores
inflamatdrios como mieloperoxidase, interleucina-1beta e proteina C-
reativa, caracterizando um processo inflamatdrio sistémico. A infecgéo
pelas bactérias citadas anteriormente apresentou um efeito aditivo no
quadro inflamatério aumentando as concentracdes de outro marcador
inflamatdrio denominado 6xido nitrico e, além disto, aumentou o
numero das células como leucdcitos e neutrofilos.

Em sua dissertacdo Leticia discute 0s mecanismos desta
interacdo e justifica que a ocorréncia da desnutricdo estd associada a
fungdo pulmonar reduzida e que ganhos no estado nutricional,
contribuem para a melhoria da fungdo pulmonar e reducdo do processo
inflamatario.

A pesquisa confirma que a ativacdo de processos inflamatérios
desencadeia perda nutricional e declinio da fungdo pulmonar,
representando as principais consequéncias da fibrose cistica e destaca a
importancia de futuros estudos de intervengdo nutricional com
nutrientes imunomoduladores para avaliar seu efeito no estado
nutricional, resposta inflamatdria e progndstico destes pacientes.
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Financiamento: Este estudo recebeu suporte financeiro do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQq)
(#474945/2008-1). Bolsa de produtividade, Programa Institucional de
Iniciacdo Cientifica (PIBIC), Programa de Pds-Graduagdo em Nutricdo
da Universidade Federal de Santa Catarina, Programa de Bolsas
Demanda Social/Coordenacgdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES).

Maiores informagfes: Leticia Cristina Radin Pereira /
letinutry@yahoo.com.br / (47) 9975-8192



mailto:letinutry@yahoo.com.br
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ANEXO A - Termo de concessao e aceitacdo de apoio financeiro a

projeto

QAcnpeq o

Commeitnd Nacksrad 9o Dumsarmor ceman®o
ot & Taesdpie

TERMO DE CONCESSAO E ACEITACAO
DE APOIO FINANCEIRO A PROJETO

CONCEDENTE

Nome:

CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO
CNPJ/ME:

33.654.831/0001 36

BENEFICIARIO

Nome:

Emilia Addison Machado Moreira

CPEIME;

983.128.808 44

1. FINALIDADE

Concessao de auxilio financeiro a projeto de natureza cientifis ica ou de i

1.1. TITULO DO PROJETO

pro de estresse oxidativo e de disfagia em Fibrocisticos
1.2. IDENTIFICAGAO DO PROCESSO
474945/2008 1

Edital/Chamada:
Edital MCT/CNPq 14/2008 Universal Faixa B De RS 20.001,00 a R$ 50.000,00

2. VALOR GLOBAL DA CONCESSAO

AUXILIO FINANCEIRO
Custeio: R$ 37.176,00

Valor Global: R$ 37.176,00

2.1. Os recursos seréo liberados pelo CNPq em fungao de suas di i iras e
22.As da do objeto do presente Termo, em exercicio futuro, por parte do CNPq, correréo
a conta de suas ias do io, sendo objeto de apostila, a indicagio dos créditos e

para sua em

2.3. O pagamento das bolsas de longa duragéo sera efetuado diretamente ao bolsista, mediante depdsito em conta
corrente aberta junto ao Banco do Brasil, conforme instrugdes do CNPg, ou na modalidade cartao, quando for o caso.

2.4. O pagamento de bolsas de curta duraggo sera efetuado pelo BENEFICIARIO do auxilio, coordenador do projeto, que
devera prestar contas de acordo com as normas do CNPq e manter copias dos recibos dos pagamentos efetuados,
segundo modelo disponivel na pagina do CNPg na Internet.

2.5. A vigéncia das bolsas ndo podera ultrapassar a vigéncia do presente instrumento.

3. INSTITUIGAO DE VINCULO FUNCIONAL/EMPREGATICIO

Nome:

Universidade Federal de Santa Catarina/UFSC SC
CNPJ:

83899526000182

4. INSTITUIGAO DE EXECUGAO DO PROJETO

Pagina 1de 3
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Nome:

Universidade Federal de Santa Catarina
CNPJ:

83899526000182

5. DECLARAGAO:
Ao enviar este documento ao CNPg, o BENEFICIARIO DECLARA FORMALMENTE:

a) T de Cs ¢do Técnica firmado entre a instituicao indicada como executora deste projeto e o
CNPq e as Condigoes Gerais que regem o presente Termo;

b) saber que os documentos referidos na alinea 'a’ séo parte integrante do presente Termo, e que foram publicados no
Diario Oficial e reproduzidos na pagina do CNPq na Internet;

c) e i com os idos Termos;

d) conhecer e cumprir as normas do CNPq, ora em validade, sobre a modalidade de auxilio que lhe é concedida e que
também sdo i parte i deste
. saber que a eventual mudanca dessas normas n&o afeta, altera ou incide sobre o presente Termo, exceto
quando proposta pelo CNPq e formalmente aceita pelo BENEFICIARIO.

&) possuir anuéncia formal da INSTITUICAO de exeou(;éo do pfo)elo se;a sob a forma de vinculo empregaticio ou funcional

ou, na auséncia deste, sob a forma de modelo na
pagina do CNPq na Internet, para a utili de sua mfna e facili il paraa do projeto;

f) dispor das autorizagbes legais cabiveis de mstrtulpbes como Instituto ileiro de Meio i IBAMA, F do
Nacional do indio FUNAI, Comité de Etica na Pesqt CEP, C i de Etica em Pesquisa CONEP, das

Comissdes de Etica em pesquisa com animais, Comiss&o Nacional de Energia Nuclear CNEN e outras, no caso em que a
natureza do projeto as exigir;

g) no caso de o projeto incluir a concess&o de bolsas:

indicara bolsista com titulagdo e nivel ao da bolsa i pelo tempo esti| por
meio do eque i pela desta indit
. comunicara ao CNPq, por meio do o pertinente, a &0 do bolsxsta nos casos em que isso

seja previsto e permitido;

. manteré sob sua custodia, documento assinado pelo bolsista, segundo modelo disponivel na pagina do
CNPq na intemet, declarando conhecer as regras da bolsa que recebera e comprometendo se a acata las
integralmente.

h) que mantera sob sua guarda, os i no item 2.4 e nas alineas "
item, até 5 (cinco) anos apds a aprovagéo final das contas do CNPq pelo Tribunal de Contas da Uni&o;

, "f" e "g.3" deste

i) que conferiu as i de seu iculo Lattes e as declara corretas e atualizadas;

J) que tem clencna de qus esta declaragdo ¢ feita sob pena da lnctdéncla nos artigos 297 299 do Cadigo Penal Brasileiro
sobre a publico e na pagina do CNPg, na
Internet.

6. LEGISLACAO APLICAVEL

Sujeita se 0 BENEFICIARIO as normas do CNPq, as condigdes contidas na Instrugao Normativa n° 01, de 15 de janeiro de
1997, da Secretaria do Tesouro Nacional, nas Leis n° 8.666/93 e n° 10.973/04, nos Decretos n® 93.872/86 e n° 5.563/05 e
na Lei n.° 8.112/90, de 11 de dezembro de 1990, no que couber, bem como nos demais instrumentos legais pertinentes.

7. DA VIGENCIA e ALTERACOES
7.1. O presente Termo tera vigéncia pelo prazo maximo constante no Edital/Chamada correspondente.
7.2. O aceite deste Termo deve ser devidamente enviado ao CNPq. O prazo para utilizagdo dos recursos para

custeio/capital e/ou bolsas comeca a vigorar a partir da data da publicaggo, pelo CNPg, no Diario Oficial da Unigo, do
Termo de C e pelo periodo de 24 (vinte e quatro) meses.

7.3. Este instrumento podera ser alterado, por meio de termos admvos com as devldas e aceitas ]usdﬁcativas apresentadas
no prazo minimo de 30 (trinta) dias antes da data que se G exceto o com o
intuito de alterar sua finalidade, sendo nulo de pleno direito qualquer ato nesse senudo

8. DA NOTIFICAGAO E PUBLICAGAO
8.1. O CNPq notificara o BENEFICIARIO, por via eletronica, a aprovagéo de seu projeto.

8.2. Por razbes orcamentarias, o BENEFICIARIO tera o prazo est na ica para retornar ao CNPg o
Termo de C

8.3. O n#o cumprimento do prazo definido, exceto quando plenamente justificavel a critério da Diretoria do CNPq, implica
Pagina 2 de 3
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i ivelmente no da . N&o s8o justi itaveis: enderegos emados na Plataforma
Lattes; nao abertura do e mail il al; ; viagens e | com o computador ou na transmisséc em
‘tempo habil.

8.4. A publicagio do extrato deste Termo no Didrio Oficial da Unifio sera providenciada pelo CNPg, até o quinto dia atil do
més seguinte a0 de sua assinatura, devendo ocorrer no prazo de 20 (vinte) dias daquela data.

9. ACEITE

Ao envia lo ao CNPg, o BENEFICIARIO declara que leu e acsitou integralmente os termos deste documento.

Termo de aceil /s da internet junto ao CNPq, pelo agenle receplor
70.0.0.232(srv215.cnpg. br) mediante uso de senha pessoal do Beneficidrio em 17/11/2008 13:55:43, onginério do numero
1P 150.162.122.64(150.162.122.64) e numero de controle 2051511820515118:2117598214 491060027.

Para visualizar esle documento novamente ou o PDF assinado digitalmente, acesse:
htip: cnpq. Mo PnumeroA '91093420148526.

Péagina 3 de 3
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ANEXO B - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Infantil Joana de Gusméo

@ Hospital Infantil Joana de Gusméo

wosritaL teaNtit  Comité de Etica em Pesquisa

Jesss de Ourmie

| PARECER 004/2009

NOME DO PROJETO: Fibrose cistica: interferéncia da disfagia na fungdo respiratéria e
estado nutricional

PESQUISADORA: Diane de Lima Oliveira

ORIENTADORA: Emilia Addison Machado Moreira

[INSTITUIGAO RESPONSAVEL: HIJG
DATA DO PARECER: 02/09/2008 REGISTRO NO CEP: 048/2008
GRUPO E AREA TEMATICA: Grupo Il - 4.05

DOCUMENTOS SOLICITADOS SITUAGAO
1.FOLHA DE ROSTO OK
2.PROJETO DE PESQUISA oK
3.CURRICULO DO PESQUISADOR OK
4.CARTA DE ENCAMINHAMENTO AO CEP oK
5.TERMO DE COMPROMISSO ETICO OK
6.CONCORDANCIA DO SERVIGO OK
7.DECLARAGAO ASSINADA PELA DIRECAO DO HIJG OK
8. SUMARIO DO PROJETO oK
9. FORMULARIO DE AVALIAGAO ECONOMICO FINANCEIRA 0K
10. DECLARAGAO PARA PUBLICAGAO E RELATORIO FINAL OK

CEP-HIJG - Rua Rui Barbosa, 152
Bairro Agrondmica, Florian6polis, Santa Catarina
Fone: (48) 32519092
Registro aprovado no CONEP, conforme Carta Circular n° 168 CONEP/CNS/MS de 07 de margo de 2005 e
renovado em 14 de fevereiro de 2008.
e-mail: cephijg@saude.sc.gov.br
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OBJETIVOS
Geral: |dentificar i ios, estresse oxidativo e de disfagia em portadores de
fibrose cistica (FC).
Especificos:
- Avaliar o estado nutricional determinando o indice de massa corporal eos percentis de
pesolestatura e pesofidade;
- Avaliar a resposta i ia, medind enzimas mielo-oxidase (MPO),

(ADA) e citocinas pré-inflamatorias (fator de necrose tumoral alfa, interleucina 1beta), proteina C
reativa, e dos metabdlitos do 6xido nitrico (NOx);

- Avaliar o estre: idati edind os niveis de iona reduzida (GCH), as atividades
enziméticas da catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) e niveis de peroxidacéo lipidica
(TBAR s) e proteina carbolinada;
- Ci st idativo e resposta i
- Avaliar a presenca de disfagia através da degluticao, funcdo pulmonar, fluxo e pH salivar;
- Correlacionar IMC com os i ios, estresse oxidativo e de disfagia;
-Ci i a sta i éria com a fungéo pulmonar, degluticéo, fluxo e pH salivar;
-Ci i o estado nutricional com fungéo

SUMARIO DO PROJETO
Estudo tipo itrole, a ser i no io i isciplinar de FC do HIJG, durante
um periodo de 24 meses. Serdo i 30 paci com FC, idos neste hospital, com
idade entre 6 e 16 anos, p com indivit i de acordo com idade e
sexo. Para incluso no estudo, os i elou aveis deverdo ter com a
realizagéo da pesquisa,por meio do TCLE. Para o grupo controle serdio excluidos os portadores
de doengas i i i i com i iéncia renal e/ou diabetes, uso
de antibiéticos e/ou h ios, drogas anti-i érias néo is, seis meses antes da

coleta do estudo. Os pacientes com FC sero divididos em trés grupos (sem inflamagdo, com
inflamacéo e sem refluxo e, com inflamag&o e com refluxo gastroesofageano (RGE)). Caso a
prop: de i ndo seja ap , 08 paci com FC serdo divididos em dois
grupos (com e sem RGE).

por meio dos percentis e escore z dos indicadores

CEP- HIJG - Rua Rui Barbosa, 152
Bairro Agrondmica, Floriandpolis, Santa Catarina
Fone: (48) 32519092
Registro aprovado no CONEP, conforme Carta Circular n° 168 CONEP/CNS/MS de 07 de margo de 2005 ¢
renovado em 14 de fevereiro de 2008.
e-mail: cephijg(@saude.sc.gov.br
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peso/ /idade e /idade, IMC; utilizando-se as referéncias da OMS 206 e CDC
2000. A composigéo corporal sera avaliada por meio da impedancia bioelétrica (nZo citada nos
objetivos especificos), por meio da balanca bipolar modelo BF-698. Avaliagéo bioquimica:

h p total, albumina, ferritina, sudam llI, esteatécrito.

Avaliagéo de anti-oxid: e oxidativo: sérica de GCH, catalase, GPx,
substancias que reagem com o &cido tiobarbitirico (TBARs), proteil rbonilada.

Avaliagcéo da D i 6 sérica de p ina C reativa, metabdlitos do acido
nitrico, atividade da mieloperoxidase, TNF-alfa, interleucina 1-beta, adenosina deaminase.
Avaliacao da fungéo i ia: espil ia e escore de Schwachman-Hulczycki.

Avaliagdo do RGE: pHmetria esofagica de 24 horas (sera aceito exame realizado em até 3 meses
antes da inclus&o no estudo).

Avaliacdo da degiuticdo: por meio de liag: clinica fc i i observando-se a
degluti de 3 i i i (sélido, pastoso e liquido). Sera avaliado também o

fluxo salivar e a capacidade de tampé&o pH salivar.

JUSTIFICATIVA
A partir do conhecimento gerado pela pesquisa sera possivel avaliar mecanismos inflamatérios e
ani lvidos na da Fibrose Cistica. Seu entendimento conduzira a formas a
melhorias nas ori coes e destes p
METODOLOGIA

1.DELINEAMENTO - Estudo observacional, analitico, tipo caso-controle.

2.CALCULO E TAMANHO DA AMOSTRA — Amostra de conveniéncia, com aproximadamente 60
individuos.

3.PARTICIPANTES DE GRUPOS ESPECIAIS - criangas e adolescentes portadores de
enfermidade cronica.

4. RECRUTAMENTO - voluntério, por meio do orio de imento interdisciplinar a FC e
encaminhamentos ao HIJG para realizagéo de pHmetria.

5.CRITERIOS DE INCLUSAO / EXCLUSAO — Descritos no projeto de pesquisa

6.PONDERACAO ENTRE RISCOS ~ BENEFICIOS — Adequada

CEP- HIJG - Rua Rui Barbosa, 152
Bairro Agrondmica, Florian6polis, Santa Catarina
Fone: (48) 32519092
Registro aprovado no CONEP, conforme Carta Circular n° 168 CONEP/CNS/MS de 07 de margo de 2005 e
renovado em 14 de fevereiro de 2008.
e-mail: cephijg@saude.sc.gov.br




142

7.USO DE PLACEBO OU WASH-OUT - Néo se aplica

8 MONITORAMENTO E SEGURANCA DOS DADOS - OK
11.AVALIAGAO DOS DADOS - adequados
12.PRIVACIDADE E CONFIDENCIALIDADE - OK
13.PREOCUPAGAO COM OS ASPECTOS ETICOS - Sim
14.CRONOGRAMA - adequado

15. PROTOCOLO DE PESQUISA - OK

16.0RCAMENTO - OK

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO (TCLE) - Adequado

PARECER FINAL APROVADO l

- que o p parecer foi i eap em reunido deste comité, na
data de 17/02/2009.
- Conforme Resolug&o 196/92, capitulo lll.2.h, o isador deve ao CEP

periodicos sobre o andamento da pesquisa e relatério final. No site:
www.saude.sc.qgov.br/hijg/CEP. htm, esta disponibilizado modelo. Seu primeiro relatério esta
previsto para AGOSTO DE 2009.

LIAWARIA GUEDERT

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisas - HIG.

CEP- HIJG - Rua Rui Barbosa, 152
Bairro Agrondmica, Florianpolis, Santa Catarina
Fone: (48) 32519092
Registro aprovado no CONEP, conforme Carta Circular n° 168 CONEP/CNS/MS de 07 de margo de 2005 ¢
renovado em 14 de fevereiro de 2008.
e-mail: cephijg@saude.sc.gov.br
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ANEXO C - Equacdes para o calculo da Densidade Corporal e
Percentual de Gordura Corporal

Tabela 1 - Equacgdes para o calculo da Densidade Corporal e Percentual de
Gordura Corporal

DENSIDADE CORPORAL (D)

Meninos e meninas de zero até menores de dois anos

D = {1.1235 + [0.0016 (idade em meses)”°]} - [0.0719 x log (T 4 dobras)]

Meninos de 2 até 16 anos

D =[1.1315 + 0.0018 (idade em anos - 2)] - [0.0719 - 0.0006 (idade em anos -
2)] x log (£ 4 dobras)

Meninas de 2 até menores de 11 anos

D =[1.1315 + 0.0004 (idade em anos - 2)] - {[0.0719 - 0.0003 (idade em anos -
2)] x log (£ 4 dobras)}

Meninas de 11 até 16 anos

D =[1.1350 + {0.0031 (idade em anos - 10)] — {[0.0719 — (0.0003 (idade em
anos — 2)] x log (X 4 dobras)}

PERCENTUAL DE GORDURA CORPORAL (%GC)

Meninos e meninas de zero até menores de 2 anos

%GC = {[585 - 4.7 (idade em meses)"°]/ D} - [550 - 5.1 (idade em meses)*’]

Meninos de 2 até 16 anos

%GC = {[562 - 4.2 (idade em anos - 2)]/ D} - [525 - 4.7 (idade em anos - 2)]

Meninas de 2 até menores de 10 anos

%GC = {[562 - 1.1 (idade em anos - 2)]/ D} - [525 - 1.4 (idade em anos - 2)]

Meninas de 10 até 16 anos

%GC = {[553 - 7.3 (idade em anos - 10)]/ D} - [514 - 8.0 (idade em anos - 10)]

¥ 4 dobras= somatodrio das dobras cutineas bicipital, tricipital, subescapular e
supra-iliaca.
Fonte: Weststrate; Deurenberg, 1989.







145

"8G6T ‘POAIINY ‘uBWYIBMYS :8)U0S
"eliolel1dsal elougnbaly =44 ‘eaejpsed elougnbaly =44

“eIseldainbuolq
3 eISe)d9|are
‘ogdoaju| "SOAINIISQO

‘e384 osdejold

“+7-€ Ojuswealanbeg “ealIp
eoRIPIED BIOUg[e "saseuow|nd
sagieIa][e SesuaIxd

SouswQuay ‘[eulwiopge oesusIsSIa 3 e1pseainbe) 8 eigudinbey "0}I8] OB OpeuUlIu0D (or>)
‘sagdelale sesusIxg "esuslul opdLinusaQg 3P SOPO0JIad "eSualUI 8SSO | "elgudonO S0 anels
"seisejdainbuoliq “Je|nasnuwi "+€ -Z Oluswiealanbeg "alied
‘e1049SIp BSSEW BP ORAINUIWIP "Xe10) OU apepIw.ioyap apue.b wa osnodal
ogdoajul ap sealy 9 SESOWN|OA ‘Slewloue 181 opuapod opeJapow ‘sepeyuiIwed
"e1SB109|91e Bp Seale $9z84 ¢ [1uadsad BWaSsIUT "eI198.0] Opdellal seusnbad (s6-19)
“eWasIyus opelapoi op OXIedge einjje 8 0Sad ‘eAnnpoud a ajusnbaly 8sso | sode elgudsig 0T OpeJsPON
“Je[nasnw "8]0959
eljo10d1y ‘Jeulwopae "sopap eu elougnbaly
eoINbuQiqosen OBSUBISIP ‘Sepew .o} Sou ojuBWeslaNnbeq 01810s1Q INUIWIP ‘SOIDJ2I9Xd
BWERI] BP 0dnod ‘srewJoue "BLWIASIJUS OIPIIA "epelusLINe sode |198} 0desued
ojUBWINE ‘apepIsuslul $8z84 "¢ [nuadad dUBWANS| ¥4 "ByuBRW ‘elp 0 suRIND (02-99)
BIPSW Bp BWASIUT Op BWIDL BIN}JE 8 0S9d 9P S8Z8A Se ‘[euUOISBIO0 9SS0 | Jesnodal el1ss898N ST OIP3N
"013JOSIP BWASIIUD "8]0953 BU
‘e2InbuQigoseA "SepeJa)|e a)usWeIBIISIp "BLUSSIJUS 00N0d "SAIAI| elougnbaly eog "eip
ewel] ep $8Z84 "0z 3 GT [1uadsad sagwind ‘eses 8sso | ‘osnodal op Wiy ou odesued (s8-12)
oedenjuade euanbad 9J1Ud eIN)Je 3 0S3d w9 Srewou ¥4 8 ¥Yvo4 @ apepljigelru| 0¢ uogd
"SnuQ) 8 eINJeRINISNLL *0]9 ‘sjuswlie|nbal
©0(Q ‘Sepew.o} Waq saza4 einisod voq B]09S8 B IeA
‘sodwil| "Gz [nuadJad op ewioe ‘SalAl| SaQUINd srewlou v ‘ejoq ebol eoung (00T-98)
saleuow|nd sodwe) rIN}e 3 0sad Wajue 3 YWD '9550] OBU ‘|BWION ‘elbaiu) apepIAly G2 RET e
sod1fgjo1pey sopeyoy JeuoIdIIINN opeis3 021S]4 awex3 [eJ139 apepIAlY sojuod| oedenpeus

“{OADINY-UBLIYIBMUS 8P 810053 OP SIBUOIJLIINU 8 SOJIUJ|D sajusuodwo) - T ejage L

19A2|N3-UeWYoeMYS 8P 84095 -  OXIANY




 
 
    
   HistoryItem_V1
   AddNumbers
        
     Range: From page 23 to page 145; only odd numbered pages
     Font: Times-Roman 9.5 point
     Origin: top right
     Offset: horizontal 43.20 points, vertical 43.20 points
     Prefix text: ''
     Suffix text: ''
     Use registration colour: no
      

        
     
     TR
     
     23
     TR
     1
     0
     519
     216
     0
     9.5000
            
                
         Odd
         123
         23
         SubDoc
              

       CurrentAVDoc
          

     43.2000
     43.2000
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     22
     145
     144
     62
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   AddNumbers
        
     Range: From page 24 to page 145; only even numbered pages
     Font: Times-Roman 9.5 point
     Origin: top left
     Offset: horizontal 43.20 points, vertical 43.20 points
     Prefix text: ''
     Suffix text: ''
     Use registration colour: no
      

        
     
     TL
     
     24
     TR
     1
     0
     519
     216
     0
     9.5000
            
                
         Even
         122
         24
         SubDoc
              

       CurrentAVDoc
          

     43.2000
     43.2000
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     23
     145
     143
     61
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     22
     145
     22
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     24
     145
     24
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     44
     145
     44
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     45
     145
     45
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     46
     145
     46
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     58
     145
     58
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     91
     145
     91
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     92
     145
     92
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     93
     145
     93
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     94
     145
     94
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     95
     145
     95
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     96
     145
     96
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     97
     145
     97
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     98
     145
     98
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     124
     145
     124
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     125
     145
     125
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     129
     145
     129
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     132
     145
     132
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     133
     145
     133
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     137
     145
     137
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     523
     248
    
            
                
         1
         CurrentPage
         280
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     143
     145
     143
     1
      

   1
  

 HistoryList_V1
 qi2base



