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RESUMO

TOMIO, Camila. Relacio entre a mutacio AF508 e o0s
microorganismos  Eubacterium  rectale, Faecalibacterium
prausnitzii e Pseudomonas aeruginosa com o0 marcador
inflamatdrio intestinal calprotectina em criancas e adolescentes
com fibrose cistica. Floriandpolis, 2018. 145 f. Dissertagdo
(Mestrado em Nutricdo) - Programa de Pds-Graduacdo em
Nutricdo, Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis,
2018.

Introdugdo: A Fibrose Cistica (FC) é uma doenga de origem
genética, resultante de mutacbes no gene Cystic Fibrosis
Transmembrane Regulator (CFTR), as complica¢fes da FC estdo
relacionadas com o tipo da mutacdo da proteina CFTR sendo a
mutagdo AF508 a mais conhecida. No intestino uma das
consequéncias da FC é afetar a microbiota intestinal, as evidencias
mostram que pacientes com FC tém um padrdo de microbiota
intestinal que se diferencia quando comparado com um grupo
controle sem FC. Objetivo: Avaliar a relacdo entre o0s
microrganismos E. rectale, F. prausnitzii e P. aeruginosa com a
presenca da mutacdo DF508 e a resposta inflamatdria intestinal
medida pela calprotectina (CLP) fecal em criancas e adolescentes
com FC. Métodos: Estudo clinico transversal com pacientes com
FC, realizado entre mar¢o/2016 a dezembro de 2016, no Hospital
Infantil Joana de Gusmao do estado de Santa Catarina (HIJG/SC)
em Floriandpolis, e inscritos na Associacdo Catarinense de
Assisténcia ao Mucoviscidotico (ACAM), com 120 sujeitos
compostos por criancas e adolescentes distribuidos em Grupo
Controle (GC, n = 48, sem FC, atendidos no ambulatério de
puericultura), e Grupo FC (GFC, n = 72, atendidos no ambulatério
de Fibrose Cistica). Dados com distribuicdo normal foram
apresentados em média + desvio padrdo e 0s assimétricos em
mediana e intervalo interquartil: 25° - 75°. O teste “t” Student ¢
Mann Whitney foram utilizados quando apropriado para verificar a
diferenca das médias. Analise de regressdo linear univariada e
multivariada foi realizada entre os GC, GFC, GFCDF508-Homo e
GFCDF508-Hetero e as varidveis de ajuste foram idade e sexo.
Para avaliar o tamanho do efeito destes dados, foi aplicada a
estatistica de Cohen. Resultados: A microbiota intestinal avaliada
pela técnica de FISH revelou diferenca estatisticamente



significativa para os microrganismos E. rectale, F. prausnitzii e P.
aeruginosa (p < 0,05). As bactérias E. rectale, e F. prausnitzii
tiveram sua concentracdo aumentada no GC quando comparadas
aos grupos de FC ao passo que a P. aeruginosa mostrou-se elevada
nos grupos com FC quando comparada ao GC, com destaque para o
GFCDF508-Hetero que apresentou a maior mediana de
concentracdo de P. aeruginosa (1,77x10°mL fezes) e o
GFCDF508-Homo que apresentou a menor mediana de
concentragdo da F. prausnitzii (0,0x10°mL fezes) a nivel intestinal
guando comparados com o0 GC. Em relagéo a inflamag&o intestinal
avaliada pela CLP fecal foi significativamente maior para todos o0s
grupos da FC (p<0,05). O GFC apresentou a mediana de
concentracdo da CLP fecal 231,3% maior em relacdo a mediana de
concentracdo do GC, sendo que o maior aumento foi de 325,8% no
GFCDF508-Homo. Conclusdo: A FC pode contribuir para o
comprometimento do estado nutricional, para a alteracdo da
microbiota intestinal e para a presenca da inflamacdo intestinal e
guando os pacientes com FC apresentam a mutacdo DF508-
Homozigoto, todas essas altera¢fes parecem estar exacerbadas.

Palavras-chave: Fibrose Cistica. Muta¢do AF508. Microbiota
Intestinal. Eubacterium rectale. Faecalibacterium prausnitzii.
Pseudomonas aeruginosa. Inflamacdo Intestinal. Calprotectina
Fecal.



ABSTRACT

TOMIO, Camila. Relationship between the Af508 mutation and
the Eubacterium rectale, Faecalibacterium prausnitzii and
Pseudomonas aeruginosa microorganisms with the intestinal
inflammatory marker calprotectin in children and adolescents
with cystic fibrosis. Florianépolis, 2018. 145 f. Dissertacdo
(Mestrado em Nutricdo) - Programa de Pds-Graduacdo em
Nutricdo, Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis,
2012.

Background: Cystic Fibrosis (CF) is a genetic disease, resulting
from mutations in the Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator
(CFTR) gene, CF complications are related to the mutation type of
the CFTR protein, the AF508 mutation is the most known. In the
intestine one of the consequences of CF is to affect the gut
microbiota, the evidence shows that patients with CF have a pattern
of intestinal microbiota that differs when compared to a control
group without CF. Objective: To evaluate the relationship between
the E. rectale, F. prausnitzii and P. aeruginosa microorganisms
with the presence of the DF508 mutation and the intestinal
inflammatory response measured by fecal calprotectin (CLP) in
children and adolescents with CF. Subjects and Methods: A cross-
sectional clinical study with patients with CF, conducted between
March 2016 and December 2016, at the Joana de Gusmdo Infant
Hospital in the state of Santa Catarina (HIJG / SC) in Florianopolis,
and enrolled in the Catarinense Association for Mucovisoid Care
(ACAM) with 120 subjects composed of children and adolescents
distributed in the Control Group (CG, n = 48, without CF, attending
the child care clinic), and FC Group (GFC, n = 72, attended at the
Cystic Fibrosis outpatient clinic). Data with normal distribution
were presented in mean + standard deviation and asymmetric in
median and interquartile range: 25 ° - 75 °. The Student t test and
Mann Whitney test were used when appropriate to verify the
difference of means. Univariate and multivariate linear regression
analysis was performed between GC, GFC, GFCDF508-Homo and
GFCDF508-Hetero and adjustment variables were age and sex. To
evaluate the size of the effect of these data, Cohen's statistic was
applied. Results: The intestinal microbiota evaluated by the FISH
technique revealed a statistically significant difference for the E.
rectale, F. prausnitzii and P. aeruginosa (p < 0.05)



microorganisms. The bacteria E. rectale, and F. prausnitzii had
their concentration increased in the GC when compared to the
groups of FC whereas the P. aeruginosa showed to be elevated in
the groups with CF when compared to the GC, emphasizing the
GFCDF508-Hetero that presented the highest median concentration
of P. aeruginosa (1.77x109mL feces) and GFCDF508-Homo,
which presented the lowest median concentration of F. prausnitzii
(0.0x109mL feces) at intestinal level when compared to the CG. In
relation to intestinal inflammation evaluated by fecal CLP was
significantly higher for all CF groups (p < 0.05). The GFC
presented the median fecal CLP concentration 231.3% higher than
the median CG concentration, with the highest increase being
325.8% in GFCDF508-Homo. Conclusion: The CF can contribute
to impaired nutritional status, altered intestinal microbiota and the
presence of intestinal inflammation, and when the patient has the
homozygous DF508 mutation, all of these changes appear to be
exacerbated.

Keywords: Cystic fibrosis. Mutation AF508. Gut Microbiota.
Eubacterium rectale. Faecalibacterium prausnitzii. Pseudomonas
aeruginosa. Intestinal Inflammation. Calprotectin Fecal.
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1 INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) é uma doenca de origem genética,
autossdmica recessiva, resultante de mutacBes no gene Cystic
Transmembrane Regulator (CFTR). No nucleo celular € sintetizada
a proteina CFTR e, esta é transportada para as organelas
citoplasmaticas para entdo sofrer a maturacdo e ser expressa nas
membranas apicais das células epiteliais (ROSA et al., 2008). A
proteina CFTR ¢é composta por 1.480 aminoacidos, e até o
momento ja foram identificadas aproximadamente 2.000 mutagGes
desta proteina (MARSON et al., 2015; SIH et al., 2012). A mutagéo
mais prevalente se caracteriza pela perda do aminoacido essencial,
fenilalanina na posicdo 508 do cddon, e pode ser chamada de
F508del, AF508 ou DF508 (DAVIES; ALTON; BUSH, 2007;
O’SULLIVAN; FREEDMAN, 2009).

Os pacientes com FC apresentam baixa expressdao ou
funcionalidade da proteina CFTR na membrana apical das células
epiteliais, o que afeta o transporte de fluidos e eletrolitos e
consequentemente pode levar a producdo de um muco desidratado
e viscoso (GARCIA; YANG; QUINTON, 2009; LI; SOMERSET,
2014a). A doenca se manifesta em varios 6rgdos, como as vias
aéreas superiores e inferiores, pancreas, sistema reprodutivo
masculino e intestino (DAVIES; ALTON; BUSH, 2007
HAMOSH et al., 1998; ROSENSTEIN; CUTTING, 1998).

No intestino uma das consequéncias da FC é afetar a
microbiota intestinal, a qual é colonizada por uma complexa
comunidade bacteriana que traz ao hospedeiro beneficios como
fermentacdo metabdlica de componentes alimentares néo
digeriveis, producdo e absorcdo de gordura, regeneracéo do epitélio
intestinal, resisténcia a colonizacdo de patdgenos e o
desenvolvimento e  homeostase  do  sistema  imune
(DUYTSCHAEVER et al., 2011; ENDO et al., 2014; PALMER et
al., 2007).

As evidencias mostram que pacientes com FC tém um
padrdo de microbiota intestinal que se diferencia quando
comparado com um grupo controle sem FC (BRUZZESE et al.,
2014; DEL CAMPO et al., 2014; HOEN et al., 2015).

A inflamagdo intestinal na FC parece ser estreitamente
associada a ocorréncia do desequilibrio da microbiota normal
(disbiose) do intestino (LI; SOMERSET, 2014a). O
comprometimento da integridade intestinal pode prejudicar a
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absorcdo de nutrientes, o que pode seletivamente favorecer a
proliferacdo de bactérias pré-inflamatorias, além de afetar o estado
nutricional (MANOR et al., 2016; MUNCK, 2014).

Nos pacientes com FC, o intestino € um local de processos
inflamatorios e o biomarcador, calprotectina (CLP), tém sido
utilizados para detectar a inflamacéo intestinal (BRUZZESE et al.,
2014), que é uma caracteristica em pacientes com FC e pode afetar
negativamente a funcéo pulmonar e o estado nutricional(LEE et al.,
2012).

As bactérias intestinais benéficas Eubacterium rectale (E.
rectale) e a Faecalibacterium prausnitzii (F. prausnitzii) pertencem
ao filo Firmicutes e sdo produtoras de butirato, um &cido graxo de
cadeia curta que serve como fonte de combustivel dos colondcitos e
tem acdo anti-inflamatdria na mucosa do colon (BRUZZESE et al.,
2014; CAO; SHEN; RAN, 2014; COCKBURN et al., 2015). A
sobrevivéncia deste filo no trato intestinal esta ligada ao fato de ser
capaz de usar os carboidratos provenientes da alimentacdo do
hospedeiro (COCKBURN et al., 2015).

A colonizacdo intestinal elevada pela bactéria
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), uma bactéria Gram-
negativa oportunista, é observada frequentemente em individuos
com a imunidade comprometida, como os pacientes com FC. A
translocacdo de P. aeruginosa, bem como de seus metabolitos,
através da barreira intestinal pode causar acentuada inflamacéao e
infecces sistémicas, inclusive nos pulmdes (MARKOU;
APIDIANAKIS, 2014; VALENZA et al., 2015).

A composi¢do da microbiota intestinal na FC tem sido
investigada, no entanto, pouco se sabe ainda quanto a presenga dos
microrganismos E. rectale, F. prausnitzii e P. aeruginosa no
intestino dos pacientes com FC, bem como as relacGes desses
microrganismos com a mutacdo DF508 e a inflamacdo intestinal
nesses individuos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FIBROSE CISTICA E SUA RELACAO COM A MUTACAO
GENETICA

A FC foi descrita pela primeira vez em 1938 pela Dra.
Dorothy Hansine Andersen, e evoluiu de uma doenga caracterizada
por desnutricdo e morte na primeira infancia para uma doenga com
expectativa de vida de aproximadamente 50 anos em
2015(MASSIE; ROBINSON; COOPER, 2016). O diagndstico
precoce com acompanhamento clinico e terapias adequadas com
objetivo de restabelecer o transporte de cloro tem alterado a
epidemiologia da FC (BREWINGTON; CLANCY, 2016).

A incidéncia e a prevaléncia da FC variam de acordo com
a etnia. A prevaléncia nas populagdes caucasianas com ascendéncia
europeia aproxima-se de um a cada 2.500 nascidos vivos, sendo
menos frequente na populacdo africana e asidtica onde atinge um
entre 30.000 nascidos vivos e um a cada 90.000 nascidos vivos
respectivamente. No Brasil, as estimativas sugerem que a FC afeta
um entre 1.600-14.000 nascidos vivos variando entre descendentes
europeus e afro-brasileiros (EGAN, 2016; SILVA FILHO;
CASTANOS; RUIZ, 2016).

De acordo com o Registro Brasileiro de Fibrose Cistica de
2014, dos 3.511 pacientes com FC incluidos nesse registro, 21% se
encontram na regido Sul do pais e destes, 4,9% estdo em Santa
Catarina (SILVA FILHO et al., 2014). Ainda sobre a incidéncia da
FC, Raskin et al. (2008) e Sih et al. (2012) relatam que entre os
estados brasileiros, a incidéncia é respectivamente de um para cada
nascido vivo de: 8.700 em Santa Catarina, 9.500 no Parand e
10.000 em Minas Gerais.

A FC é uma doenca genética, autossdmica, recessiva que
se caracteriza por mutacdes no gene que codifica a proteina
reguladora da transmembrana da fibrose cistica (do inglés — Cystic
Fibrosis Transmembrane Regulator - CFTR) (EGAN, 2016). A
CFTR Atua como um canal de cloro e interage com o canal de
sodio, sua disfuncdo resulta em um transporte anormal de cloro e
sodio através da membrana apical de células epiteliais do trato
respiratorio, glandulas exdcrinas e digestivas. O fluxo anormal de
cloro e sddio dificulta o fluxo de agua e leva a desidratacdo dos
fluidos das glandulas exdcrinas e a uma alteracdo nas propriedades
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visco elasticas das mucinas (MARSON et al., 2015; SIH et al.,
2012; SPOONHOWER; DAVIS, 2016).

A proteina CFTR é composta por 1.480 aminoéacidos, e até
0 momento ja& foram identificadas aproximadamente 2.000
mutacdes desta proteina (MARSON et al., 2015; SIH et al., 2012).
Sendo que, a mutacdo mais comum ocorre pela perda do
aminoacido essencial, a fenilalanina no cromossomo 7 na posi¢édo
508 do cddon. Sendo esta mutacdo, conhecida como F508del,
AF508 ou DF508 a mais representativa, pois nenhuma outra
mutacdo representa mais de 5% de todas as mutagdes (DAVIES;
ALTON; BUSH, 2007; O’SULLIVAN; FREEDMAN, 2009; SIH
etal., 2012).

As mutacOes da proteina CFTR, estdo agrupadas em 6
classes com base em seus efeitos funcionais. As mutacfes das
classes I, Il e Ill sdo caracterizadas por nenhuma resposta em
relacdo ao funcionamento da CFTR na superficie celular (EGAN,
2016). Portadores homozigotos destas mutagBes expressam um
fendtipo mais grave da doenca (DOULL, 2001), associado com
insuficiéncia pancredtica, deterioracdo da fungdo pulmonar,
desnutricdo e mortalidade prematura (CASTELLANI et al., 2008).
E as mutacBes das classes 1V, V e VI expressam um fendtipo mais
leve da doenca(DOULL, 2001), pois existe alguma resposta no
funcionamento da CFTR na superficie celular (EGAN, 2016)
(Figura 1).
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As mutacBes da classe IlI, em particular, afetam a
maturacdo, a estabilidade e o direcionamento da proteina CFTR
para a membrana plasmatica, resultando na auséncia da proteina
CFTR na membrana apical (PRANKE; SERMET-GAUDELUS,
2014; WELSH; SMITH, 1993).

A sintese da proteina CFTR ocorre no reticulo
endoplasmatico e apenas 30% de todas as cadeias polipeptidicas
nascentes de CFTR atingem a membrana plasmética em um “estado
completamente maduro”. A proteina CFTR sai do reticulo
endoplasmatico e entra nas vesiculas de Golgi para a maturacdo
final e permanece estavel por 16-24horasem vesiculas pds-Golgi
antes de migrar para a membrana plasmatica (CANT; POLLOCK;
FORD, 2014). Na mutacdo de classe Il, a proteina CFTR nao
consegue sair do reticulo endoplasmatico e é degradada pelo
mecanismo de controle de qualidade celular. O controle de
qualidade celular evita que o acimulo de proteinas malformadas e
gue sdo potencialmente toxicas para a célula, alcancem a membrana
apical celular. (DOULL, 2001; PRANKE; SERMET-GAUDELUS,
2014). A mutacdo resulta entdo, na degradacdo da proteina CFTR
ainda no reticulo endoplasmatico e portadores desta mutacdo
expressam a forma mais grave da doenga (DOULL, 2001).

A mutagdo DF508 consiste no principal representante da
classe Il e é a mutacdo de maior frequéncia mundial, estando
presente em mais de 85% dos pacientes com CF (CFMD, 2011).

O aparecimento das complicagdes da FC esta relacionado
com o tipo da mutacdo da proteina CFTR. Entre as complicacdes
tem-se o diabetes mellitus (DM) relacionado a FC, com aumento na
prevaléncia de 6,5% em criangas versus a 34,3% em individuos
com idade >18 anos (SPOONHOWER; DAVIS, 2016).

Na FC o DM difere do DM tipo 1 e do DM tipo 2, pois
estes tendem a ter sensibilidade normal & insulina, porém produgéo
reduzida. No DM tipo 1, a hiperglicemia é devido a auséncia
completa ou quase completa de células produtoras de insulina nas
ilhotas Langerhans. No DM tipo 2, a hiperglicemia é devido a uma
combinacdo de sensibilidade reduzida a insulina e produgdo
insuficiente de insulina. Entretanto, o DM relacionado a FC pode
causar as mesmas complicacfes observadas nas outras formas de
DM, como retinopatia, nefropatia e neuropatia (BLACKMAN;
TANGPRICHA, 2016; ELBORN, 2016).

A DM relacionada & FC é prevalente em pacientes que
apresentam o fendtipo mais grave da doenca, a mutagdo DF508,
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além da insuficiéncia pancredtica. Por se tratar de insuficiéncia de
insulina, o tratamento que melhor responde é a reposicdo de
insulina. N&@o ha recomendacdes gerais de restricdo na quantidade
de carboidrato, como visa as recomendacbes gerias para 0
tratamento do DM tipo 2, apenas que carboidratos complexos
sejam incluido em todas as refei¢des, e produtos como aglcar,
refrigerante e doces ndo sejam incentivados (BLACKMAN;
TANGPRICHA, 2016).

A insuficiéncia pancredtica estd fortemente associada as
mutacles da proteina CFTR de classe I, 1l e Ill, enquanto que as
mutacdes de classes 1V, V e VI, um fluxo minimo de enzimas
pancreaticas estd presente (SATHE; FREEMAN, 2016). O
diagndstico para insuficiéncia pancreatica pode ser obtido pela
medicdo da elastase fecal, que quantifica a enzima protease nas
fezes. Valores inferiores a 100 mg de elastase/g de fezes é
sugestivo de insuficiéncia pancredtica (ASSIS; FREEDMAN,
2016). Ainda, a esteatorreia pode se desenvolver em cerca de 85%
a 90% das criancas com FC durante no primeiro ano de vida, e esta
pode levar a deficiéncia das vitaminas lipossoliveis (A, D, E, K) ¢,
em casos extremos a desnutricdo (O’SULLIVAN; FREEDMAN,
2009). Cerca 90% dos pacientes com sindrome obstrutiva intestinal
distal (SOID), podem ter insuficiéncia hepética, o que € igualmente
observado naqueles pacientes que apresentam o genoétipo grave da
FC como a mutagdo DF508 (KELLY; BUXBAUM, 2015).

2.2 FIBROSE CISTICA, DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

A proteina CFTR esta distribuida em superficies epiteliais
como a das vias aéreas, seios paranasais, arvore biliar, pancreas,
ductos deferentes, glandulas de suor e no intestino
(SPOONHOWER; DAVIS, 2016).

A CFTR também conduz bicarbonato através da membrana
apical e a sua disfuncdo pode mudar o pH do liquido das vias
aéreas. A reducdo do pH resulta em prejuizo na imunidade inata,
pois reduz a funcdo dos peptideos antimicrobianos o que deixa o
hospedeiro vulneravel a infecgdes. O muco das vias aéreas depende
da presenca do bicarbonato para a sua funcdo normal.
Concentracdes reduzidas deste anion tém relagdo com o aumento
da viscosidade do muco (ELBORN, 2016).

Desta forma, defeitos na CFTR produzem um muco
espesso, 0 que pode contribuir para a origem de infecgdes
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pulmonares,  bronquiectasias, insuficiéncia  respiratéria e
pancredtica, doenca hepatica, infertilidade masculina e obstrucéo
intestinal, (SPOONHOWER; DAVIS, 2016).

Os sinais e sintomas da FC incluem principalmente
manifestacdes pulmonares e gastrointestinais. Nas manifestacOes
pulmonares ocorre a tosse cronica, producdo e expectoracdo de
muco, sibilancia crénica, bronquiectasia, atelectasia e infiltrado em
radiografia de térax. E nas manifestacbes gastrointestinais,
encontra-se o ileo meconial no periodo neonatal, SOID e prolapso
retal. As manifestacBes pancredticas, entre elas a pancreatite
crbnica, sdo caracterizadas por ma absorcdo principalmente de
lipideos, o que pode levar a presenca de esteatorreia, e consequente
deficiéncia de crescimento (SPOONHOWER; DAVIS, 2016).

O diagnostico da FC consiste em associar 0s sinais e
sintomas com marcadores bioquimicos ou genéticos da alteracdo da
proteina CFTR(MARSON et al., 2015).

Programas de triagem do recém-nascido tém sido
utilizados em varias partes do mundo. O rastreio inicial tem o
objetivo de medir a concentragdo da tripsina imunorreativa (IRT)
no sangue, um marcador da funcdo pancreatica (DAVIES;
ALTON; BUSH, 2007). ConcentracBes elevadas da IRT (>70
ng/mL) sugerem lesdo pancreatica que pode indicar que o individuo
é portador de FC. Porém, por ndo ser um marcador especifico da
FC, os lactentes que apresentam uma concentracdo de IRT elevada
nos testes iniciais, repetem o0 exame entre a primeira e a terceira
semana ap6s a realizacdo do primeiro teste (O’SULLIVAN;
FREEDMAN, 2009). Os bebes que apresentarem dois testes
positivos para alteracdo de IRT sdo encaminhados para o teste de
suor (DAVIES; ALTON; BUSH, 2007).

O teste laboratorial de referéncia para sugerir uma
anormalidade na proteina CFTR, é o teste de suor, onde valores de
cloro de >60 mmol/L sugerem diagndstico de FC. Criangas com
idade >6 meses, que apresentam valores entre >40 a <59 mmol/L e
criancas com idade <6 meses com valores entre >30 a <59 mmol/L
necessitam de mais avaliagbes (MARSON et al., 2015;
O’SULLIVAN; FREEDMAN, 2009).

Apesar de o diagnostico da FC precoce ser realizado na
triagem neonatal ou pré-natal, cerca de 10% dos pacientes ainda
sdo diagnosticados com a idade acima dos 18 anos. Provavelmente
porque estes pacientes apresentam uma forma mais leve da doenca,
com funcdo pancreética preservada e doenca pulmonar leve. Ou
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ainda, devido ao tipo de protocolo de triagem neonatal, a presenga
destas alteracdes ndo foram suficientes para o diagndéstico da FC no
inicio da vida(SPOONHOWER; DAVIS, 2016).

A manifestacdo gastrointestinal precoce da FC é o ileo
meconial, que é uma obstrucdo intestinal geralmente presente em
10-20% dos recém-nascidos (BOROWITZ; GELFOND, 2013).
Este se desenvolve quando as secre¢fes grossas obstruem o limen
gastrointestinal, ao nivel do ileo terminal (KELLY; BUXBAUM,
2015), e apresenta-se dentro das primeiras 48 horas apds o
nascimento. O tratamento geralmente é feito com enemas
hiperosmolares, descompressdo nasogastrica, antibidticos e
hidratacdo intravenosa e em Uultimos casos opta-se pelo
procedimento cirlrgico. As criancas que apresentam ileo meconial
ao nascer apresentam grandes chances de ter FC(KELLY;
BUXBAUM, 2015).

As secrecdes intestinais espessas, a ma absor¢do e a
diminuicdo da motilidade intestinal podem levar a constipacdo
crbnica ou SOID em 16-21% dos pacientes com FC em todas as
idades. E em até 50% daqueles com SOID tiveram ileo meconial
guando criangas (KELLY; BUXBAUM, 2015; O’SULLIVAN;
FREEDMAN, 20009).

Clinicamente, a presenca da SOID completa ou parcial
ocorre quando ha& dor abdominal, cdlica, distensdo e vomitos
(BOROWITZ; GELFOND, 2013; KELLY; BUXBAUM, 2015) e 0
tratamento é com hidratacdo intravenosa, solucbes de
polietilenoglicol e laxantes orais, para a obstrucdo parcial. Na
obstrugdo completa uma sonda nasogastrica pode descomprimir o
estomago em ultimos casos opta-se pelo tratamento cirlrgico
(SATHE; FREEMAN, 2016).

A insuficiéncia pancreatica deve ser tratada com terapia de
reposi¢do enzimatica e adequado manejo nutricional (ELBORN,
2016). A terapia de reposicdo enzimatica contém amilase, protease
e lipase. A dosagem é baseada em unidades de lipase por kg de
refeicdo (lipase/g do total da refeicdo) ou por gramas de gorduras
ingeridas. Para pacientes <4 anos de idade recomenda-se 1.000-
2.500 unidades de lipase/kg/refeicdo e para >4 anos de idade,
recomenda-se 500-2.500 unidades de lipase/kg/refeicdo. O
monitoramento da eficacia da terapia de reposicdo enzimética é
verificado pela variacdo do: peso, altura e indice de massa corporal
(IMC), e se necessério a dose de reposicdo enzimatica pode ser
aumentada de acordo com os sintomas (SATHE; FREEMAN,
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2016).

Outras comorbidades que também tem aumentado incluem
a osteopenia e a osteoporose, além da depressdo que aumentou de
5% em 2003 para 12,3% em 2013 (SPOONHOWER; DAVIS,
2016). A osteoporose secundaria a deficiéncia de vitamina D,
inflamac&o sistémica cronica e uso intermitente de corticosteroides
¢ cada vez mais reconhecida como complicacdo da FC. A
osteopenia comeca na infancia, mas geralmente se manifesta na
idade adulta. Os pacientes com FC apresentam menor densidade
mineral 6ssea do que o grupo controle sem FC devido ao atraso
puberal, inflamacao cronica e sedentarismo que contribuem para a
osteopenia (ELBORN, 2016; O’SULLIVAN; FREEDMAN, 2009).

Em consequéncia destas complicacfes relacionadas a FC,
0s pacientes sdo frequentemente expostos a medicamentos,
principalmente os antibidticos. E ainda sofrem com as alteracfes
impostas a dieta (dietas ricas em gorduras e de alto valor calérico) a
fim de garantir aporte calérico e estado nutricional adequado. O
impacto desses fatores sobre 0 microambiente intestinal associado a
reducdo da diversidade bacteriana, podem induzir desenvolvimento
de inflamacdo intestinal na FC (GARG; OOI, 2017; MIRAGOLI et
al., 2017).

O transplante pulmonar é a opcdo terapéutica final para
pacientes com doenga pulmonar terminal. O transplante possibilita
estender e melhorar a qualidade de vida nos pacientes. Porém a
sobrevivéncia por um periodo de 5 anos de pds-transplante para
criancas € inferior a 50%, nos adultos, o resultado ¢ um pouco
melhor, 50% dos beneficiarios estdo vivos 6 anos apds o
transplante (O’SULLIVAN; FREEDMAN, 2009).

2.3 FIBROSE CISTICA: INFECCAO E INFLAMAGAO

As infecches sdo caracterizadas por organismos que
penetram as barreiras naturais do corpo e se multiplicam
provocando sintomas que podem variar de leve a severo. A maneira
mais comum de penetracdo dos organismos infecciosos € através do
rompimento da barreira cutanea (traumatismos, fissuras, micoses),
inalacdo de bactérias no ar, ingestdo de alimentos ou &gua
contaminados, mordidas de vetores como carrapatos ou mosquitos
que transmitem estes organismos, contato sexual e transmisséo de
mée para filho via canal de parto. A infeccdo muitas vezes é o
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principal ativador da resposta inflamatoria (IDSA, 2017).

A medida que a doenca evolui, os pulmdes dos pacientes
com FC, tornam-se infectados e inflamados. Isto ocorre devido ao
volume reduzido e desidratado de liquido na superficie das vias
aéreas que prejudica a depuracdo mucociliar, mecanismo de defesa
inato dos pulmdes (DAVIES; ALTON; BUSH, 2007;
SPOONHOWER; DAVIS, 2016). A disfuncdo mucociliar na FC
significa que ndo se consegue eliminar com eficiéncia as bactérias
inaladas, predispondo a infecgdes bacterianas e desencadeando um
processo inflamatdrio, que exacerbado, provoca a progressiva
deterioracdo da fungdo pulmonar, o que pode resultar no aumento
da mortalidade de individuos com FC (GELLATLY; HANCOCK,
2013; PISI; CHETTA, 20009).

A inflamacdo é uma resposta protetora do organismo
contra uma infeccdo ou lesdo tecidual. A resposta do hospedeiro a
infeccdo ou lesdo tecidual denomina-se resposta inflamatéria. Os
efeitos mais comuns da resposta inflamatoria sdo edema devido ao
aumento do liquido intersticial, rubor e calor ocorrido pelo aumento
do fluxo sanguineo na regido lesionada e dor devido a distensdo dos
tecidos e a acdo de substancias quimicas sobre as terminacdes
nervosas. A resposta inflamatdria tem como objetivo remover a
causa da lesdo e iniciar o processo de recuperacdo tecidual local.
Contudo, uma resposta inflamatoria exacerbada, ao invés de
auxiliar na protecdo do organismo pode trazer prejuizos severos
como doencas autoimunes e estados de hipersensibilidade e doenca
inflamatdria crénica como a asma (COTRAN; KUMAR;
COLLINS, 2000).

O muco espesso permite a fixacdo de bactérias inaladas
como Haemophilus influenzae (H. influenzae) e/ou Staphylococcus
aureo (S. aureo), elou Stenotrophomonas maltophilia (S.
maltophilia) ou ainda P. aeruginosa e Burkholderia cepaicia (B.
cepaicia) (O’SULLIVAN; FREEDMAN, 2009). Bactérias como a
do complexo de B. cepacia, particularmente Burkholderia
cenocepacia (B. cenocepacia), assim como a P. aeruginosa
predominam as infec¢Bes pulmonares na FC(ELBORN, 2016).

A P. aeruginosa é uma bactéria ambiental, oportunista,
Gram-negativa em forma de bastonete. E um patégeno humano
capaz de causar infeccbes como pneumonias e afecgdes cuténeas,
principalmente em imunodeprimidos os quais possuem deficiéncia
na defesa celular contra o patégeno invasor como 0s pacientes com
FC, pacientes com queimaduras graves e ainda pacientes que
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recebem cuidados intensivos (MARKOU; APIDIANAKIS, 2014).

Na infeccdo pulmonar aguda a P. aeruginosa utiliza
diferentes fatores de viruléncia que podem danificar células
epiteliais, como enzimas (proteases e elastases), toxinas, adesinas,
flagelos e sistemas de secrecdo de proteinas (MARKOU;
APIDIANAKIS, 2014).

Esses fatores de estresse ambiental induzem a expresséo de
diferentes conjuntos de genes que permitem que P. aeruginosa se
adapte e mude para fendtipos persistentes e resistentes (infeccédo
cronica), tornando-se menos virulentos, como a formacdo de
biofilmes mucoide (MORADALI; GHODS; REHM, 2017).

O biofilme microbiano é definido como um agregado de
células microbianas cercadas por uma matriz polimérica
extracelular autoproduzida (H@IBY, 2017). As substancias
poliméricas  extracelulares sdo polissacarideos, proteinas,
Deoxyribonucleic  acid (DNA) extracelular e lipidios
(MORADALI; GHODS; REHM, 2017). Estas substancias
extracelulares desempenham um papel importante na resisténcia
fisica e quimica a contaminagdo bacteriana, resistindo a forcas
mecanicas (fluido da agua) e reduzindo a penetracdo de produtos
quimicos (antibidticos e moléculas de defesa do hospedeiro)
(GELLATLY; HANCOCK, 2013).

Tais agregados microbianos podem aderir a uma superficie
natural ou artificial, por exemplo, nos dentes, nas células
epidérmicas ou em proteses articulares ou podem estar localizados,
por exemplo, no tecido de feridas cronicas no muco das membranas
celulares ou no escarro (HGIBY et al., 2017).

As bactérias que crescem do biofilme sdo mais tolerantes
aos antibidticos e aos mecanismos de defesa inatos. A P.
aeruginosa tem a capacidade de sobreviver e persistir durante anos
nos pulmdes devido ao seu mecanismo de adaptagdo, como o
desenvolvimento de biofilme que tem como funcdo proteger essas
bactérias contra os antibidticos e fagocitose (GASPAR et al.,
2013). As infecgBes de biofilme sdo infeccBes crbnicas e a
expressao da doenca é a inflamag&o cronica mediada por complexo
imune assim como a resposta de anticorpos contribui para a
patogénese da infeccdo (HDIBY et al., 2017).

O transporte intestinal de P. aeruginosa é provavelmente
uma conseqliéncia da natureza oportunista desta espécie. A maioria
das infecgdes por P. aeruginosa é secundaria a uma deficiéncia nas
defesas do hospedeiro. A imunidade do hospedeiro quando
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comprometida, observa-se que a microbiota intestinal passa a atuar
na defesa intestinal contra a infec¢do. Assim, a exposicao sistémica
aos antibidticos, que altera a microbiota intestinal, reduzindo a
guantidade de bactérias benéficas ao hospedeiro cria a
oportunidade para o crescimento intestinal de P. aeruginosa
(MARKOU; APIDIANAKIS, 2014; VALENZA et al., 2015).

A translocacdo enddgena intestinal de P. aeruginosa é um
importante fendmeno que pode causar infeccdes sistémicas,
especialmente em pacientes com a imunidade comprometida
(VALENZA et al., 2015). Durante o processo de translocacdo, as
bactérias atravessam a barreira intestinal, o que permite que circule
entre ou através das células do epitélio intestinal e causem a
infeccdo e a inflamagdo intensa(MARKOU; APIDIANAKIS,
2014).

InfeccBes pulmonares causadas por P. aeruginosa sao
frequentes na FC e podem ocorrer pela contaminagdo direta dos
pulmdes, pela microbiota gastrointestinal ou por disseminacdo
hematogénica do intestino para os pulmdes. A sepse e a
mortalidade em pacientes imuno comprometidos séo o resultado da
presenca de cepas altamente virulentas de P. aeruginosa dentro do
trato intestinal e da capacidade do microrganismo de aderir a
barreira epitelial intestinal (MARKOU; APIDIANAKIS, 2014).

Markou e Apidianakis (2014)em um estudo descritivo,
concluiram que P. aeruginosa é um colonizador comum do
intestino humano ap6s imunossupressdo, que geralmente ¢é
decorrente de cirurgia, trauma severo, cancer ou de tratamento com
antibidticos. Além disso, as bactérias tornaram-se mais virulentas e
prejudiciais ao epitélio intestinal.

As infeccbes por P. aeruginosa causadas por cepas
multirresistentes aos antibidticos como os beta lactdmicos,
aminoglicosideos e quinolonas atinge cerca de 13% dos infectados
(GASPAR et al., 2013; MORADALI; GHODS; REHM, 2017).

O paciente com FC, além de apresentar uma resposta
inflamatdria excessiva aos agentes patdgenos, podera ter até 10
vezes mais inflamacdo do que um individuo sem FC. Com o passar
dos anos, os danos causados pelas infec¢des e inflamacgdes das vias
aéreas sdo irreversiveis, sendo a insuficiéncia pulmonar
responsdvel por pelo menos 80% das mortes relacionadas & FC
(DAVIES; ALTON; BUSH, 2007; O’SULLIVAN; FREEDMAN,
2009)

Os mecanismos que levam a inflamag&o intestinal na FC
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ainda ndo estdo bem elucidados (MADAN, 2016). Mas é observada
mesmo na auséncia de sintomas gastrointestinais evidentes, tais
como as alteragdes na motilidade intestinal, no pH luminal, na
producdo de enzimas digestivas e na produgdo excessiva de muco,
0s quais podem estar relacionados as complicagcfes gastrointestinais
na FC (MIRAGOLI et al., 2017).

A disfun¢do da proteina CFTR interfere no transporte de
bicarbonato que € importante para solubilidade do muco intestinal e
regulacdo do pH luminal, essa disfuncdo resulta em acumulo de
muco hiperviscoso e acidez intestinal (GARG; OOI, 2017). A
microbiota intestinal esta diretamente envolvida na metabolizacdo
de componentes dietéticos ndo digeridos (MIRAGOLI et al., 2017).
A alteragdo da microbiota intestinal tem consequéncias negativas
tanto na digestdo como na absor¢do de nutrientes, o que pode levar
a desnutricdo (LI; SOMERSET, 2014a).

A desnutricdo estd associada a maior morbidade e
mortalidade entre os pacientes com FC, assim como o adequado
estado nutricional tem influéncia positiva na salde pulmonar e
sobrevida do paciente com FC(SOLOMON; BOZIC;
MASCARENHAS, 2016). Desta forma, a microbiota intestinal
deve ser avaliada no tratamento da FC de forma continua, a fim de
contribuir para atender as necessidades nutricionais especificas, de
acordo com a mutacdo e manifestacdo clinica.

2.4 FIBROSE C{STICA: MICROBIOTA INTESTINAL E A
MUTACAO GENETICA DF508

O desenvolvimento do ser humano no periodo intrauterino
ocorre em um ambiente estéril. A colonizacdo do trato
gastrointestinal inicia-se durante o nascimento ao entrar em contato
com o meio externo. Na auséncia dos mecanismos imunologicos do
adulto, o trato digestivo do recém-nascido € um ambiente
permissivo, no qual os colonizadores iniciais alcangcam rapidamente
niveis de 10! bactérias por grama de fezes (DORE; CORTHIER,
2010; THHHONEN; OUWEHAND; RAUTONEN, 2010).

A colonizacdo segue um esquema organizado sob o
controle de fatores exdgenos e enddgenos. Fatores exdgenos
incluem o tempo de gestacdo (pré-termo ou a termo), o tipo de
parto (vaginal ou cesariana), a exposi¢cdo a micro-organismos de
origem materna (fecal, vaginal e cutanea), a dieta infantil
(amamentagdo exclusiva e/ou formula infantil), o ambiente de
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nascimento, e ocasionalmente a prdpria antibioticoterapia, que
podem induzir perturbagdes significativas. Os fatores enddgenos
incluem secrecbes do trato digestivo e também produtos dos
primeiros microrganismos colonizadores (DORE; CORTHIER,
2010; GOULET, 2015).

A taxonomia é o0 nome que se da para a classificacdo,
nomenclatura e identificacdo das bactérias. Classificacdo é o
agrupamento de bactérias divididas em categorias com base nas
semelhancas genéticas e fenotipicas. A nomenclatura é a
designacdo de uma bactéria por regras internacionais de acordo
com suas caracteristicas. E a identificacéo € o processo de verificar
se uma amostra desconhecida pertence a determinada espécie ou
categoria taxonémica. As categorias taxondmicas sdo: reino, filo,
classe, ordem, familia, género e espécie, sendo a espécie 0 grupo
fundamental na classificacdo bacterioldgica (JAWETZ et al., 2009;
TRABULSI et al., 1998).

Os primeiros colonizadores do intestino sdo anaerdbios
facultativos da familia Enterobacteriaceae e dos géneros
Streptococcus e Staphylococcus. A medida que o oxigénio é
consumido, o0s anaer6bios estritos do género Eubacteria e
Clostridia, proliferam (BRANDT et al., 2012).

O ndmero e a complexidade dos microrganismos
aumentam gradualmente a partir do estbmago para o colon e pode
atingir niveis de até 10 células por grama de contetdo intestinal.
Cerca de 100 trilhdes (10'*) de microrganismos habitam o intestino
humano, o que representa 10 vezes o numero de células
eucaridticas no corpo e contribui 1,5-2,0 kg de peso corporal total
(TOJO et al., 2014).

As alteracbes na composicdo da microbiota intestinal
ocorrem principalmente na infancia. Durante os primeiros dias de
vida, o intestino torna-se habitado por microrganismos e ¢é
caracterizado pela instabilidade. Na sequéncia a microbiota se
estabiliza durante o aleitamento materno exclusivo e/ou com o uso
de formula infantil. Em seguida novas alteragGes acontecem como
desmame e a introducdo de alimentos solidos (TIIHONEN;
OUWEHAND; RAUTONEN, 2010) (Figura 2).



42

"(FT02) "Te 19 L19LUY ap opeldepy :81uo4 "sejus[ensid ogs aeadrlidsouyde] 8 BaoLII0I0UILNY ‘Beadeplolsloeg e isoue
€-Z 9 "0JUBWINE WN Wa) 9880LII000UIWNY BIJJWE © :S3S8Wl ZT W0 "9Ba0rdd0d0ulwny a'eadelidsouyoe] ‘9eadelpLiso|d
:$9109ds3 seno W) [N B SOPIOS SOJUSWIE ap OBANPOJIUI B WOJ - :S3ssWl 9 WoD "sausfenald (seilise seiqolseue
selig1oeq) selisorqoplig ap s9109dse Wigl [ :SW T W0 "Seligloeqossiul Jod epeziuojod 9 [Nl :0lUsWIdSeN Oy :epuabaT]

IENpIAIpULISlU] SpeplligeEen

G

EJINDE 3PEDI B 2IE |3AE]S3 303UBLLIA4
sosaw ZT

> -_ eowm 3

eueslsSloeg SpepisasSaig

Sososw g

SWw T ojusuwinsepnN

——
: : : 28308 1IAIEqOINUT .
=3
o s 282782 |PEqO1IET 9€302([210A3d
= - b i © aeaseaodouiuny @
=
seasenaeqopys @  seavesdsouyoer @
"eURLIS1Eq aeade||auoj|iap . aeadeplosaloeg .

©eXe)} ep ajuspuodsaliod spepiuenb 10jndld op oyuelwe]
"SeuBLIg10R] Sel|jWe :SOPLI0j0d SOINAlID

‘(I eunssiul B101goJo1W ep 0edeziuo|od ep soibeis3 'z eanbiq




43

A estabilizagdo da microbiota intestinal diverge entre os
autores, para Hopkins, Sharp, Macfarlane (2002) e Brandt et al.
(2012) a microbiota intestinal se estabiliza por volta dos 2 anos de
idade. Para Taddei et al. (2014) a microbiota intestinal atinge a sua
maturacéo no final do primeiro ano de vida. E para de Tojo et al.
(2014)a maturagdo ocorre por volta dos 3 anos de idade, onde a
microbiota intestinal atinge uma composicdo semelhante a do
adulto e permanece mais ou menos estavel ao longo da vida adulta.

Desde o0 nascimento a microbiota intestinal normal
contribui para a formagdo e maturacdo do sistema imunolégico e
fornece resisténcia a colonizacdo de patdgenos (GOULET, 2015;
TADDEI et al., 2014). Desempenha ainda um importante papel nos
processos metabdlicos, nutricionais e fisioldgicos, extraindo
energia de polissacarideos dietéticos ndo digeriveis como o amido
resistente e fibras dietéticas e produzem ainda acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), além das vitaminas como, a vitamina K,
vitamina B2 e &cido félico (GERRITSEN et al., 2011; TOJO et al.,
2014).

A maioria das espécies microbianas ddo origem a
interacbes simbidticas entre hospedeiros e bactérias que sao
fundamentais para a salde humana. A interrup¢do do
estabelecimento de uma microbiota intestinal normal pode estar
associada, ou contribuir para o surgimento de doencas. AlteracGes
desfavoraveis na composicdo da microbiota intestinal, denominada
disbiose, podem estar associadas a diversas condi¢Bes clinicas
como doenca inflamatéria intestinal, obesidade, doencas
autoimunes e alergias (GOULET, 2015; RODRIGUEZ et al.,
2015).

Atualmente se aceita que os pacientes com FC tém um
padrdo de bactérias intestinais que se diferem quando comparados a
controles saudaveis (sem FC). Acredita-se que essa situa¢do ocorra
devido ao mau funcionamento ou baixa concentracdo da proteina
CFTR, uso frequente de antibiéticos, inibidores da bomba de
prétons e suplementacdo de enzimas pancredticas (BRUZZESE et
al., 2014).

Os inibidores da bomba de préton também conhecidos
como antiacidos podem alterar a microbiota intestinal aumentando
a passagem de bactérias do estdbmago para o duodeno devido a
reducdo do meio &cido. As dietas ricas em gordura e de alto teor
caldrico tém sido associadas com menor diversidade bacteriana em
populagcdes com FC, que também podem contribuir para a disbiose
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bacteriana nessa populacdo (DE LISLE; BOROWITZ, 2013;
GARG; 00l, 2017).

O acumulo de muco no intestino do paciente com FC, cria
um ambiente para colonizacéo bacteriana anormal, o que pode levar
ao supercrescimento bacteriano intestinal, também chamado de
disbiose, que associado a inflamacdo intestinal pode provocar
diarreia, distensdo abdominal, flatuléncia, esteatorréia e perda de
peso. O supercrescimento bacteriano intestinal pode interferir
diretamente na absor¢do de nutrientes ou indiretamente causando
sintomas gastricos e anorexia (DE LISLE; BOROWITZ, 2013;
SOLOMON; BOZIC; MASCARENHAS, 2016)

A dishiose intestinal e o supercrescimento bacteriano
comprometem a funcdo de barreira da mucosa do intestino, o que
pode resultar no aumento da permeabilidade intestinal (LISLE;
MUELLER; BOYD, 2012). A barreira intestinal preservada é
fundamental para a manutencdo do meio interno do IUmen
intestinal, onde ocorre a absor¢do e secre¢do de nutrientes, e ainda
restringe quase que completamente a passagem de moléculas que
podem causar prejuizos ao organismo como antigenos, bactérias e
virus (JOHN; FROMM; AL, 2011).

A barreira intestinal tem influéncia sobre a imunidade
sistémica, em situacbes de inflamacdo intestinal como ocorre na
FC, quando a barreira intestinal esta prejudicada, pode haver um
aumento da permeabilidade intestinal. Isto pode permitir a
passagem de substancias pré-inflamatérias como o Fator de
Necrose Tumoral-a (do inglés TNF-a), e lipopolissacarideos (LPS)
de componente bacteriano contribuindo para rea¢des inflamatérias,
principalmente a inflamacdo das vias aéreas que € a doenga mais
grave na FC (LISLE, 2015; PEUHKURI; VAPAATALO;
KORPELA, 2010).

Além da barreira fisica que é composta pelo epitélio do
revestimento e a producdo de muco que ocorre pelas células
epiteliais, ha ainda outro mecanismo que contribui para a funcao da
barreira da mucosa, é a enzima fosfatase alcalina intestinal que
protege contra 0s LPS de componente de bactérias Gram negativas.
Porém, no intestino de pacientes com FC esta enzima parece estar
reduzida em cerca de 20-60% o que compromete a eliminacdo dos
LPS(LISLE; MUELLER; BOYD, 2012).

O aumento da permeabilidade intestinal influenciado pelas
citosinas pro-inflamatério como Interleucina (IL)-B contribui para o
edema local e leva a reducédo da funcdo da barreira e disfungéo das
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proteinas de transporte. Além disso, o possivel efeito da medicacao
em longo prazo também pode contribuir para o aumento da
permeabilidade intestinal. Alteracbes na funcdo da barreira
intestinal podem ter implicacdes na absorgdo de nutrientes, bem
como estar associado a faléncia mdltipla de 6rgdos devido a
distribuicdo sistémica de endotoxinas luminal (PEUHKURI;
VAPAATALO; KORPELA, 2010).

O microambiente intestinal na FC é Unico e parece estar
relacionado com a mutacédo da proteina CFTR. A CFTR é um canal
de cloro, localizado na membrana apical das células epiteliais, e
estd envolvido na regulacdo do transporte de ions (como o canal de
cloro, sodio e transporte de bicarbonato). O bicarbonato é essencial
para a solubilidade do muco e regula o pH luminal. A disfuncdo do
CFTR causa secrecfes espessas com reducdo do bicarbonato do
epitélio, o que acarreta uma hiperacidez no intestino delgado, o que
pode resultar padrGes alterados de colonizagdo de microrganismos
nos pacientes com FC (GARG; OOI, 2017; MADAN, 2016).

A mutacdo DF508 pertencente & segunda classe de
mutacBes CFTR, apresenta redugdo na secrecdo de cloreto, que
pode levar a uma maior espessura e viscosidade da camada de
muco e gerar um habitat intestinal peculiar. Essa situa¢do favorece
a adesdo de determinadas espécies bacterianas patogénicas, como
Escherichia coli (E. coli) e Escherichia biforme (E. biforme), cepas
gue sdo encontradas nas doengas inflamatérias intestinais
(SCHIPPA et al., 2013).

Em um estudo recente com camundongos, foi possivel
verificar que, alteragGes na proteina CFTR, acarretavam em uma
microbiota gastrintestinal diferente (mesmo na auséncia de
exposicdo aos antibidticos), aumento na carga bacteriana e na
reducdo da diversidade de micro-organismos. Além disso,
apresentaram diferengas estruturais como hiperplasia de células
caliciformes e espessura externa da mucosa (LYNCH et al., 2013).

Uma comparacéo transversal (n= 45) e longitudinal (n= 4)
da microbiota intestinal de criangas com FC e seus irmaos
saudaveis (sem FC) identificou instabilidade e diminuicdo da
diversidade de géneros, como a de Clostridium e de
Bifidobacterium em pacientes com FC (DUYTSCHAEVER et al.,
2011).

Os Firmicutes e Bacteroidetes sdo os dois filamentos
bacterianos dominantes no intestino, e compde respectivamente
75% e 16% dos micrébios totais do trato gastrointestinal
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(GOULET, 2015; MAKIVUOKKO et al., 2012; ROBLES-
ALONSO; GUARNER, 2013), seguido dos filamentos
Actinobactérias, Proteobactérias, Verrucomicrobia e
Fusobactérias presentes em quantidades reduzidas (GUINANE;
COTTER, 2013).

Os quatro filamentos bacterianos dominantes: Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobactérias e Proteobacteria sdo 0s grupos mais
estudados no microbioma, seu estudo é necessario para uma melhor
compreensdo da relacdo entre o microbioma e o hospedeiro
(BAKHTIAR et al., 2013).

O filo Firmicutes é um dos filos dominantes na microbiota
intestinal. E composto por espécies pertencentes aos géneros
Eubacterium, Clostridium, Ruminococcus, Butyrivibrio (DORE;
CORTHIER, 2010). A sobrevivéncia deste filo no trato intestinal
estd ligada ao fato dele ser capaz de usar os carboidratos
provenientes da alimentacdo do hospedeiro (COCKBURN et al.,
2015).

O E. rectale pertencente ao filo Firmicutes, classe
Clostridia, e familia Eubacteriaceae, € uma bactéria anaerébia
Gram-positiva com formato de bastonete. E um membro comum da
microbiota intestinal humana produtor de butirato JAWETZ et al.,
2009; LOUIS; FLINT, 2009).

O butirato ndo é apenas a principal fonte de combustivel
dos colondcitos no trato intestinal, mas também uma potente
molécula anti-inflamat6éria e antitumorigénica que atua na
prevencdo e tratamento de doencas inflamatorias intestinais
(BRUZZESE et al., 2014; COCKBURN et al., 2015).

Os niveis de colonizagdo de E. rectale e a produgéo de
butirato sdo afetados pela dieta do hospedeiro, ou seja, individuos
gue apresentam dietas deficientes de polissacarideos como o amido
e a fibra dietética apresentam quantidades reduzidas de bactérias
intestinais produtoras de butirato (MAHOWALD et al., 2009).

Além disso, Mahowald et al. (2009) relatam que a
abundéncia de organismos produtores de butirato est4 reduzida em
individuos que sofrem de varias doengas intestinais e sistémicas,
sugerindo que ha contribuicdo deste microrganismo na manutencéo
da microbiota intestinal e consequentemente na salde do
hospedeiro.

Estima-se que tanto a E. rectale quanto a F. prausnitzii
representem cerca de 5-10% do total de bactérias detectaveis em
amostras fecais de adultos saudaveis (LOUIS; FLINT, 2009). A



a7

espécie F. prausnitzii € um importante representante do filo
Firmicutes, da classe Clostridium e da familia Ruminococcaceae. E
uma bactéria Gram-positiva em formato de bastonetes (MIQUEL et
al., 2013).

Entre as bactérias anaerdbias a F. prausnitzii estd em
guantidade elevada na microbiota intestinal  humana,
aproximadamente 5% da microbiota fecal total em adultos
saudaveis, podendo chegar a 20% em alguns individuos (KHAN et
al., 2012).

A colonizacdo da F. prausnitzii ao longo do trato
gastrointestinal resulta de uma combinacdo de fatores ambientais,
como a presenca de outras espécies bacterianas comensais,
concentracdo de oxigénio, camada de muco no trato gastrointestinal
e pH intestinal. Na infancia a F. prausnitzii apresenta-se em
guantidade reduzida, e se eleva apds o estabelecimento dos
primeiros colonizadores bacterianos (MIQUEL et al., 2015).

A F. prausnitzii ¢ uma bactéria sensivel ao oxigénio, dificil
de cultivar mesmo em condi¢Bes anaerdbias (MIQUEL et al.,
2013). Os principais produtos finais da fermentacdo da glicose,
frutose, fruto-oligossacarideos e moléculas complexas como
pectina e N-acetilglucosamina por cepas de F. prausnitzii sdo o
formato, pequenas quantidades de D-lactato e quantidades
significativas de butirato (RAJILIC-STOJANOVIC; VOS, 2014).

A dieta afeta significativamente a quantidade de butirato
produzido. O consumo de alimentos ricos em amido e fibra
aumenta tanto a concentracdo de butirato produzido quanto o
ndmero de F. prausnitzii (GALECKA et al., 2013).

O butirato desempenha efeitos benéficos para a salde
através da protecdo contra invasdo de patogenos, modulacdo do
sistema imunoldgico e reducdo da progressdo do cancer (MIQUEL
etal., 2013). E a principal fonte de energia para as células epiteliais
intestinais e ainda tem acdo anti-inflamatéria na mucosa do colon,
ou seja, a F. prausnitzzi gera impacto nas funcdes fisiologicas para
manter a salde o hospedeiro (CAO; SHEN; RAN, 2014).

A abundéancia de F. prausnitzii na microbiota € um bom
indicador da salde intestinal. Sua proporcdo se correlaciona
negativamente com a presenca de inflamacdo intestinal aguda ou
moderada (MIQUEL et al., 2013). Quantidades reduzidas de F.
prausnitzii tém sido correlacionadas com varios distlrbios
patolégicos, como a doenca de Crohn, colite ulcerativa
(QUEVRAIN et al., 2017).
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O Estudo de Desenvolvimento Longitudinal Infantil
Canadense (CHILD), é um estudo multicéntrico que avaliou uma
coorte de individuos da gestacdo até 5 anos de idade. A amostra foi
de 319 individuos e o objetivo foi avaliar se a dishiose intestinal
nos primeiros 100 dias de vida caracterizada por reducBes em
quatro  géneros  bacterianos  (Lachnospira,  Veillonella,
Faecalibacterium e Rothia) estavam associados com o
desenvolvimento da asma. Os achados mostraram que de fato a
reducdo na quantidade dos quatro géneros bacterianos avaliados
nos primeiros 100 dias de vida estava associada com a presenca da
asma e doenca alérgica. O estudo sugere ainda o efeito protetor
destes géneros bacterianos e 0 uso deles como terapias para
prevenir a asma e outras doencas alérgicas (ARRIETA et al., 2015).

O quadro 1 resume os principais estudos que avaliaram a
microbiota intestinal (fezes) de individuos com e sem FC e a
mutacdo genética (BRUZZESE et al., 2014; BURKE et al., 2017;
DUYTSCHAEVER et al,, 2011, 2013; FREITAS et al., 2018;
HOFFMAN et al., 2014; MIRAGOLI et al., 2017; SCHIPPA et al.,
2013).
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2.5 FIBROSE CISTICA: RELAGAO ENTRE MICROBIOTA
INTESTINAL E A CALPROTECTINA FECAL

O processo inflamatério nos pacientes com FC, ndo se
limita somente ao trato respiratdrio, esta presente também no trato
gastrointestinal (PARISI et al., 2017). A fisiopatologia deste
processo e complexa e ainda ndo estd bem compreendida. Algumas
das causas incluem a secre¢do aumentada do muco intestinal e as
fungdes prejudicadas resultantes da proteina CFTR. Esta envolvido
nesse processo ainda alteracbes da microbiota intestinal,
supercrescimento bacteriano do intestino delgado, uso crénico de
antibidtico, infeccbes recorrentes do trato respiratério, baixo pH do
contetdo intestinal e a presenga de distdrbios que altera a
motilidade intestinal (WIECEK et al., 2017).

Em todo o intestino, a FC afeta a digestdo, a absorcédo de
nutrientes e o crescimento do paciente. O pH alterado e as
secrecOes espessas e viscosas obstruem o Iimen do intestino, o que
pode resultar em um microambiente alterado. Este fato pode
contribuir para o aparecimento de uma inflamagéo e, consequente
degradagdo do pancreas, do figado, da vesicula biliar e do intestino.
O microambiente intestinal predispGe os pacientes com FC a
disbiose intestinal e respiratoria desde o nascimento. E esta
situacdo pode afetar a funcdo imunoldgica ao longo do tempo,
levando a progressdo da doenca respiratdria e intestinal, ou seja, a
FC é uma doenga sisttmica com interacdo entre 0s sistemas
respiratorio, imunoldgico e intestinal (MADAN, 2016).

O intestino como um todo é um importante 6rgao
imunoldgico, que abriga aproximadamente 60% das IgA totais
(>1068 linfécitos/g de tecido), € o maior conjunto de células imuno
competentes do corpo dentro da mucosa intestinal (GOULET,
2015).

O mecanismo de inflamac&o intestinal ainda ndo estd bem
definido, mas alguns fatores sdo propostos como o defeito na
proteina CFTR, muco viscoso, supercrescimento bacteriano e
exposicdo cronica a antibioticos. A inflamacdo intestinal é um fator
modificével e sua identificacdo precoce ajuda evitar a ma absorcao
de nutriente e consequente falha de crescimento. Varios
biomarcadores como IL-8, albumina, lactoferrina, IL-1B, s&o
utilizados para identificar a inflamag&o intestinal, porém a CLP foi
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0 biomarcador validado para identificar doenca inflamatoria
intestinal (LEE et al., 2012).

A CLP ¢é uma proteina citosolica dos neutrdfilos
(ALIBRAHIM; ALJASSER; SALH, 2015),ligada ao calcio e zinco
gue constitui 60% das proteinas no citoplasma dos neutr6filos
(BRESSLER et al.,, 2015). Tem agdo reguladora nos processos
inflamatdrios e é resistente as bactérias intestinais (WIECEK et al.,
2017).

Com propriedades antimicrobianas, é liberada no intestino
delgado em situagfes de inflamacdo como, por exemplo, doenga
inflamatoria intestinal. As elevagdes da CLP fecal aparecem mais
acentuadas nos pacientes com insuficiéncia pancreéatica, enquanto
gue os pacientes com a fungdo pancreatica preservada podem ter
niveis normais de CLP(GARG; OOI, 2017; QUAIL et al., 2009;
WIECEK et al., 2017).

A CLP pode ser medida no plasma e em outros fluidos
corporais, mas é seis vezes mais concentrado nas fezes do que no
sangue. Assim CLP fecal € um marcador inflamat6rio que pode
estar em concentracdo elevada em uma variedade de doencas
inflamatdrias intestinais como doenca de Crohn (PARISI et al.,
2017).

Resistentes a degradacdo enzimatica e estdvel a
temperatura ambiente por até sete dias, tem sido cada vez mais
utilizado no diagnéstico de doenga inflamatdria intestinal
(ALIBRAHIM; ALJASSER; SALH, 2015; OLAFSDOTTIR et al.,
2002). Em comparagdo com os marcadores séricos convencionais,
a CLP fecal pode ser um marcador promissor para avaliar a
atividade inflamatéria intestinal quando comparado com a
endoscopia que é hoje o padréo de referéncia (LIN et al., 2014).

Quail et al. (2009) avaliou 48 criangas escocesas com 0
diagnoéstico de doenca inflamatéria intestinal e encontrou que a
CLP fecal estava alterada na maioria das criangas, quando
comparadas com outros marcadores de inflamacgdo tais como
proteina C-reativa, taxa de sedimentacao de eritrdcitos e albumina,
mesmo quando usado em combinagdo. O estudo de Quail et al.,
(2009)concluiu, que a CLP fecal como marcador da inflamacdo da
mucosa, € um método ndo invasivo que pode ser detectado em
niveis de atividade da doenca de base insuficiente para causar
aumentos nos marcadores sistémicos.

Apesar da alta sensibilidade, a CLP fecal ndo é um teste
especifico da doenca inflamatéria intestinal, pois os niveis podem
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estar elevados em criangas com outras condi¢Ges como infecgdo do
trato gastrointestinal, com doenca celiaca, o uso de anti-
inflamatdrios ndo esterdide (QUAIL et al., 2009), intolerancias e
alergias alimentares (WIECEK et al., 2017), cancer colorretal,
cancer gastrico, Ulcera péptica, doenca do refluxo gastresofagico,
diverticulite e cirrose (BRESSLER et al., 2015).

O grau de elevagdo varia de acordo com a causa, 0 que
pode interferir no valor diagnéstico do teste. Portanto, ainda se faz
necessario ampliar as pesquisas para que se tenha um amplo
conhecimento dessas condi¢cdes, pois isto & essencial para a
validade clinica para usar a CLP fecal como um biomarcador
inflamatorio (ALIBRAHIM; ALJASSER; SALH, 2015).

A quantidade de CLP nas fezes é proporcional a
guantidade de migracdo de neutrofilos da parede intestinal
inflamada para a mucosa (LIN et al., 2014). A inflamag&o intestinal
pode influenciar ainda mais a microbiota intestinal em pacientes
com FC. E a cronicidade da inflamagdo em pacientes com FC que
sobrevivem até a idade adulta pode estar relacionada a
complicagdes como, por exemplo, a malignidade gastrointestinal
(GARG; 0OO0l, 2017).

Assim, o0s biomarcadores fecais de inflamacéo,
especialmente a CLP tem papel promissor na identificagdo de
processo inflamatério na FC (LEE et al., 2012), considerando que a
detecgdo precoce pode prevenir a inflamacéo intestinal.

2.6 MICROBIOTA INTESTINAL, INDICADORES
NUTRICIONAIS, FIBROSE CISTICA E A MUTACAO
GENETICA DF508

Caracterizada por doenca pulmonar progressiva, cerca de
90% dos pacientes com FC apresentam insuficiéncia pancreéatica e
consequentemente ma absorcdo dos nutrientes principalmente as
vitaminas lipossolUveis. Essa ma absorcdo associada com doenca
hepética, DM relacionada a FC e infec¢Bes cronicas, além de levar
ao aumento das necessidades energéticas deixam os pacientes com
FC em risco de desnutri¢do (LI; SOMERSET, 2014a; SOLOMON;
BOZIC; MASCARENHAS, 2016).

Apesar dos avangos na terapia nutricional, a absorcéo de
nutrientes e o adequado crescimento das criancas com FC podem
estar prejudicados mesmo com dietas hipercaléricas e adequada
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terapia de reposicdo enzimatica pancreéatica. A falha no crescimento
¢ comum na FC principalmente quando associada a insuficiéncia
pancredtica e aumento do gasto energético (DHALIWAL et al.,
2015).

O ciclo de inflamagdo cronica, colonizacdo bacteriana e
infeccdo recorrente provocam um estado hipermetabdlico sistémico
com a liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias como TNF-a., IL-1 e
IL-6, que também aumentam o gasto energético (SOLOMON;
BOZIC; MASCARENHAS, 2016).

As diversas mutacOes do gene CFTR no intestino resultam
em uma producdo de muco anormal que afetard a digestdo, a
absorcdo, a motilidade, a microbiota e a inflamacdo intestinal. Tais
complicagdes vdo gerar um impacto negativo no estado nutricional
gue pode estar associado a deterioragdo pulmonar e uma menor
sobrevida (MUNCK, 2014).

Essas condigbes em conjunto com fatores como o
gendtipo, afetam o estado nutricional, que € um importante preditor
de sobrevida, pois esta associada a funcao respiratéria, morbidade e
mortalidade. O estado nutricional inadequado tem sido associado a
resultados adversos na FC, como maior declinio da funcédo
pulmonar, comprometimento da funcdo muscular pulmonar e
diminuicdo da tolerancia ao exercicio. O indice de massa corporal
(IMC) é comumente utilizado para avaliar o estado nutricional de
criancas e adultos com FC (CALELLA et al., 2018; MACKENZIE
etal., 2017)

A mutacdo DF508 considerada um genétipo grave da FC
esta associado a um pior prognéstico da doenga, pacientes
homozigotos para a mutacdo DF508 tendem a apresentar sintomas
mais graves em relacdo a pacientes heterozigotos para a mutagdo
DF508 (PANAGOPOULOU et al., 2014).

Panagopoulou et al., (2014), em um estudo transversal que
teve como objetivo estimar a prevaléncia de desnutricdo e
obesidade entre os pacientes com FC, de um total de 68 pacientes,
encontrou 15 pacientes que apresentavam desnutri¢do (sendo que
04 apresentavam mutacdo DF508 homozigoto e 08 apresentavam
mutacdo DF508 heterozigoto), 44 apresentaram estado nutricional
adequado (destes 10 apresentavam mutacdo DF508 homozigoto e
23 apresentavam mutacdo DF508 heterozigoto) e 09 apresentavam
sobrepeso e/ou obesidade (onde nenhum paciente apresentou
mutacdo DF508 homozigoto e apenas 02 pacientes apresentaram
mutacdo DF508 heterozigoto). Nesse estudo foi possivel verificar
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ainda, que os pacientes com sobrepeso/obesidade ndo apresentaram
DM relacionada a FC ou doenca hepatica relacionada a FC e
também ndo foram colonizados por P. aeruginosa e tiveram fungédo
respiratoria significativamente melhor.

Condic0es relacionadas a fibrose cistica, como infecces e
inflamagbes pulmonares recorrentes e crénicas, insuficiéncia
pancredtica, DM relacionada a FC e dishiose, podem contribuir
para a desnutricdo, falha no crescimento, aumento do gasto
energético e/ou a ma absor¢do de nutrientes e energia no trato
gastrointestinal. A manipulacdo da microbiota intestinal pode,
portanto, apresentar beneficios no manejo nutricional da FC(LI;
SOMERSET, 2014a; MADAN, 2016).

O supercrescimento bacteriano pode competir pelos
mesmos nutrientes interferindo na digestdo e na absorcdo. Bactérias
como Clostridium perfrigens (C. perfrigens) produzem hidrolases
gue podem desativar acidos biliares e entdo prejudicar a digestdo e
a absorcdo de gorduras, assim como, 0 acimulo de muco viscoso
na mucosa intestinal (LI; SOMERSET, 2014b)

A desnutricdo cronica e o baixo crescimento sdo causas
bem definidas de mortalidade e morbidade entre os pacientes com
FC. Pacientes com FC, que apresentam maior indice de Massa
Corporal-para-Idade (IMC/1), parecem ter melhor fungdo pulmonar.
A recomendacdo é que o IMC/I seja maior que o percentil 50° em
criangas ¢ IMC >22 kg/m2 em mulheres e 23 kg/m? em homens
(SOLOMON; BOZIC; MASCARENHAS, 2016).

King et al., (2010) avaliou 86 pacientes com FC, com
idade média de 30 anos, e destes, 76 tinham insuficiéncia
pancredtica, 41 apresentavam mutagdo para DF508 homozigoto, 34
apresentavam mutagdo DF508 heterozigoto e 11 ndo tinham a
mutacdo DF508 em nenhum dos alelos. Neste estudo, 0s autores
encontraram que homens e mulheres com FC apresentaram um
IMC médio significativamente menor do que a populacdo de
referéncia e a reserva de gordura corporal foram menores para
homens e mulheres com FC. E mostrou ainda que a deplecdo de
massa magra estava associada a uma funcdo pulmonar grave
independentemente do IMC.

Em um estudo transversal publicado por Sheikh et al.
(2014), foram avaliados 211 pacientes com idade entre 5 e 21 anos,
com FC e insuficiéncia pancreatica. Neste estudo foi possivel
observar que a massa magra estava mais associada a funcgéo
pulmonar do que o IMC/l. E que os individuos com FC



59

apresentaram menor massa magra do que individuos saudaveis com
IMC/I em z-score similares.

A massa magra reduzida pode comprometer o musculo
respiratorio do diafragma e levar ao comprometimento da funcéo
pulmonar. A inflamagdo sisttmica e a ma absor¢do na FC
promovem a perda de proteina e consequente redugdo de massa
magra o que traria prejuizos para funcdo pulmonar (SHEIKH et al.,
2014).

O estado nutricional inadequado esta associado com a
deterioracdo pulmonar, e é um preditor independente de
mortalidade a media que a doenca progride. Assim, a manutencdo
de um estado nutricional adequado tem contribuido para a
manutencdo da qualidade de vida e sobrevida destes individuos
(DE LISLE; BOROWITZ, 2013).
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3 JUSTIFICATIVA

Essas alteracdes no trato gastrointestinal como insuficiéncia
pancredtica, ma digestdo e absorcdo de alimentos e esteatorreia sdo
caracteristicos de pacientes com FC e estdo relacionadas
principalmente com a disfuncdo da proteina CFTR, além da
inflamacdo cronica e ingestdo de antibidticos, comum nessa
populacdo. Estes podem levar ao desequilibrio na microbiota
intestinal e gerar impacto negativo sobre a digestdo, a absorgéo e a
motilidade intestinal, o que favorece a inflamacdo e consequente
prejuizo no estado nutricional na FC (DEL CAMPO et al., 2014;
MUNCK, 2014).

A proteina CFTR apresenta aproximadamente 2.000
mutagdes, destas, a mutacdo DF508 representa cerca 70% de todos
casos de FC no mundo todo. Essa mutacdo interrompe a funcéo dos
canais de cloro e leva a produgdo de secre¢des mucosas espessas
em vérias glandulas e o¢rgdos o que provoca insuficiéncia
pancredtica, sindrome da ma absorcdo e desnutricdo. Ainda, o
muCOo espesso presente no intestino delgado diminui a absor¢do de
nutrientes e 4cidos biliares. Essas anomalias, além de interferir na
composicdo da microbiota intestinal, contribuem para o
aparecimento da inflamacéo intestinal afetando a qualidade de vida
do paciente com FC (DEBYSER et al., 2015; PANAGOPOULOU
etal., 2014).

O muco espesso presente no intestino interfere na
colonizagdo normal da microbiota intestinal, essa alteracdo da
colonizacéo é chamada de disbiose e é caracterizada pela reducéo
de grupos de bactérias benéficas como F. prausnitzii, em
contrapartida pode ocorrer um aumento de grupo de bactérias
potencialmente patogénicas como C. difficile. Esta colonizacao
anormal contribui para atraso no crescimento e/ou desnutricdo e o
aumento da morbidade em longo prazo por inflamag&o e infecgéo
em criancas e adultos com FC (ARVONEN et al., 2016;
DUYTSCHAEVER et al., 2013; MADAN, 2016).

O processo inflamatério do trato gastrointestinal nos
pacientes com FC, ainda ndo esta bem estabelecido, porém sabe-se
gue a dishiose, alteracfes da proteina CFTR e muco espesso estdo
envolvidos nesse processo. Na tentativa de identificar
precocemente essa inflamacdo, varios biomarcadores como a CLP
fecal tem apresentando papel relevante na identificagdo do processo
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inflamatdrio intestinal na FC (LEE et al., 2012; WIECEK et al.,
2017)

De acordo com alguns autores, a microbiota intestinal de
pacientes com FC difere da microbiota de pacientes sem FC
(BRUZZESE et al, 2014, DEL CAMPO et al., 2014;
DUYTSCHAEVER et al., 2011; HOEN et al., 2015). A redugéo de
E. rectale em pacientes com FC esta relacionado com alteragGes na
digestdo e absor¢do de nutrientes, principalmente os carboidratos
como os polissacarideos (COCKBURN et al., 2015; MAHOWALD
et al., 2009). A bactéria F. prausnitzii é considerada um marcador
da integridade intestinal, e estd reduzida em situacdes em que a
inflamacdo est4d presente no intestino(MIQUEL et al., 2013;
SOKOL et al., 2008). A colonizacdo intestinal pela P. aeruginosa
aumentada, ocorre em pacientes com a imunidade comprometida
como é o0 caso de pacientes com FC. E a sua translocacdo pode
estar associada a infecgdes sistémicas com consequéncias na
morbidade e mortalidade desses pacientes(VALENZA et al., 2015).

Entretanto, a literatura € escassa em estudos que avaliam a
presenca na microbiota intestinal de microrganismos como E.
rectale, F. prausnitzii e P. aeruginosa simultaneamente, em
pacientes com FC que apresentam mutacdo DF508 homozigoto
e/ou DF508 heterozigoto e a relacdo destes microrganismos com a
resposta inflamat6ria avaliada pelo marcador, CLP fecal. Desta
forma, a realizacdo desta pesquisa que tem como hipétese que a
microbiota intestinal e o marcador inflamatério intestinal de
pacientes com FC, principalmente naqueles que apresentam a
mutacdo DF508, difere de pacientes sem FC. Assim podera
possibilitar 0 entendimento precoce da composi¢do da microbiota
intestinal e da inflamacdo intestinal, os quais poderdo contribuir
com a reducdo da morbidade e mortalidade em pacientes com FC.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a relagcdo da mutagdo DF508 os microrganismos E.
rectale, F. prausnitzii e P. aeruginosa e a resposta inflamatoria
intestinal medida pela calprotectina fecal (CLP) em criancas e
adolescentes com FC.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os indicadores nutricionais: Indice de massa
corporal/ldade (IMC/I), Peso/ldade (P/I) e Estatura/ldade
(EN);

e Auvaliar as concentra¢fes dos microrganismos E. rectale e
F. prausnitzii e P. aeruginosa pela Hibridizacéo in situ por
fluorescéncia (Fluorescent in situ Hybridization- FISH);

e Avaliar a Calprotectina (CLP) fecal;

Associar a CLP fecal com os microrganismos E. rectale e
F. prausnitzii e P. aeruginosa

e Associar 0s microrganismos E. rectale e F. prausnitzii e P.
aeruginosa com a mutagéo genética DF508;

e Associar a CLP fecal com a presenca da mutacdo genética
DF508.
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5 SUJEITOS E METODOS

5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo clinico transversal com pacientes com FC, realizado
entre margo/2016 a dezembro de 2016, no Hospital Infantil Joana
de Gusmdo do estado de Santa Catarina (HIJG/SC) em
Floriandpolis e inscritos na Associacdo Catarinense de Assisténcia
a0 Mucoviscidético (ACAM). Aprovado pelo Comité de Etica de
Seres Humanos do HIJG/SC (#029/2012) (ANEXO A) e pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade
Federal de Santa Catarina - UFSC (CAAE:
#48959715.2.1001.0121) (ANEXO B), e foi inscrito no Registro
Brasileiro de Ensaios Clinicos Brasileiros (#RBR-5BYRSC e UTN:
U1111-1164-3982). Os responsaveis e 0s participantes foram
esclarecidos sobre a pesquisa e as avaliagdes que seriam realizadas.
Para aqueles que aceitaram a participar da pesquisa, apOs as
orientagBes, assinaram o Termo de Consentimentos Livre e
Esclarecido (TCLE) (APENDICE A) com a Declaracdo de
Consentimento e a Declaracdo de Assentimento de Participacéo do
Sujeito, e o Termo de Assentimento de Participacdo do Sujeito
(APENDICE B). Este estudo teve financiamento dado pelo
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnol6gico —
CNPq, processo n° 471197/2013 (ANEXO C).

5.2 SUJEITOS

Os sujeitos foram selecionados de uma amostra de
conveniéncia ndo probabilistica de 120 criangas e adolescentes e 36
delas participaram do nosso estudo transversal anterior (de
FREITAS et al., 2018). O Grupo Controle (GC) foi composto por
48 sujeitos com mediana de idade de 4,0 anos e intervalo
interquartil 25° - 75° (IQR): 2,0 - 8,0 e o grupo Fibrose Cistica
(GFC), foi composto por 72 sujeitos com mediana de idade de 3,5
anos e IQR: 1,0 - 8,0 (Figura 3).
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5.2.1 Grupo Controle

O GC foi selecionado entre criancas de adolescentes que
eram atendidos no ambulatério de puericultura do HIJG ou pelos
irmdos dos pacientes do GFC com idade entre 0 a <15 anos de
ambos o0s sexos. Os critérios de inclusdo foram:
criancas/adolescentes sem o diagndstico de FC, pareadas pelo sexo
e pela idade com o grupo fibrose cistica (GFC) e dentro da faixa de
normalidade para IMC/I conforme curvas da WHO (2006, 2007).
Os critérios de exclusdo foram: sujeitos com idade >15 anos,
presenca de febre, trauma e doencas: celiaca, respiratoria,
inflamatoria, intestinal, reumatica, psiquiatrica, degenerativas,
cardiovasculares, DM, renal, imunodeficiéncia primaria ou
secundaria e intolerancias (glicose, lactose). E em uso de
medicamentos como antibidticos, horménios, farmacos anti-
inflamatdrios ndo hormonais, inibidores da bomba de préton,
corticoides oral, inalatério e intravenoso, cloridrato de ranitidina
imunossupressores e anti-histaminicos, até 30 dias antes da coleta
de dados (Figura 3).

5.2.2 Grupo FC

O GFC foi de criangas/adolescentes de 0 a <15 anos que
frequentam o ambulatério de FC do HIJG e que pertencem a
Associacdo Catarinense de Atencdo ao Mucoviscidotico (ACAM).
Os critérios de exclusdo foram: que no momento da coleta
estivessem internados, em exacerbacdo pulmonar ou portadores de
outras sindromes genéticas que ndo a FC, ou ainda que
apresentassem febre, trauma e outras doencas: celiaca, respiratéria,
inflamatoria, intestinal, reumatica, psiquiatrica, degenerativas,
cardiovasculares, DM, renal, imunodeficiéncia primaria ou
secundaria. De um total de 78 sujeitos contatados durante o periodo
de sele¢do, houve uma exclusdo de 5 sujeitos: dois com febre e trés
com doenca psiquiatrica. Houve apenas 1 paciente que n&o
compareceu a consulta e por isso ndo concluiu o protocolo da
pesquisa, totalizando 72 sujeitos no grupo FC (Figura 3). OGFC foi
redistribuido conforme a presenga da mutagdo DF508 em ambos 0s
alelos - mutagdo DF508 homozigoto (GFCDF508-Homo, n = 25)
ou penas em um dos alelos - mutacdo DF508 heterozigoto
(GFCDF508-Hetero, n = 27), e foram excluidos 20 pacientes com
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outras mutacBes (Figura 3). Na andlise da microbiota intestinal e
CLP fecal foi avaliado um total de 36 sujeitos, sendo no GFC 19
pacientes e 17 controles (Figura 3).

5.3 PROTOCOLO DE PESQUISA

Dos prontudrios foram coletados: idade, sexo, data de
nascimento e do diagndstico de FC, colonizagdo, tratamento com
antibidtico, insuficiéncia pancreatica, mutacdo genética da FC,
funcdo pulmonar (espirometria), Schwachman-Kulczycki escore
(S-K escore) e bacteriologia pulmonar; e o tipo de parto e
aleitamento materno somente dos sujeitos que participaram da
avaliacdo da microbiota intestinal. O peso e altura foram coletados
pelo pesquisador/nutricionista treinado.

5.4 AVALIAGAO DOS INDICADORES NUTRICIONAIS

As medidas antropométricas foram coletadas de acordo com
a WHO (1995) por nutricionista. O peso foi coletado com o sujeito
em jejum, com a bexiga vazia, sem sapatos e com roupas leves e
mensurado em kg (WHO, 1995). Nos sujeitos <2 anos de idade, o
peso foi aferido com a balanca digital pediatrica, marca Filizola®
com capacidade méxima 15 kg, aproximacgdo de 0,01 kg (Sao
Paulo, SP, Brasil). E naqueles com idade >2 foi utilizado a balanca
digital Filizola®, com capacidade maxima de 150 kg e aproximacédo
de 0,1 kg (Sédo Paulo, SP, Brasil). A estatura (comprimento) dos
sujeitos <2 anos de idade foi obtida com ele em posicao 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 100 cm (sensibilidade: 1 mm), com placa
movel (Indaid®, Indaiatuba, Sdo Paulo, Brasil) (WHO, 1995).
Nos sujeitos >2 anos de idade, a estatura foi aferida por meio de um
antropémetro com escala de 40, com precisédo de 0,1 cm (Tonelli®,
Criciima, SC, Brasil). O sujeito foi posicionado sobre a base do
antropdmetro, 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 posicionada de
modo que a linha de visdo fique perpendicular ao corpo, ou seja,
paralela ao solo (Plano de Frankfurt). O sujeito foi orientado a



69

inspirar profundamente e, em apneia respiratoria, foi mensurada a
estatura em metro e com uma aproximacao de 0,1 cm. A referéncia
para a mensuracdo foi 0 ponto mais alto da cabeca com presséo
suficiente para comprimir o cabelo (WHO, 1995). A classificacdo
do estado nutricional foi pelos: IMC para a idade (IMC/I), peso
para a idade (P/I) e estatura para a idade (E/I) de acordo com as
curvas de crescimento e pontos de corte da WHO (WHO, 2006,
2007) (ANEXO E, ANEXO F, ANEXO G, ANEXO H e ANEXO

).
5.5 SHWACHMAN-KULCZYCKI ESCORE (S-K ESCORE)

O S-K escore foi utilizado para classificar a gravidade da
doenca. O escore pontua as atividades gerais, exame clinico, estado
nutricional e achados radiol6gicos. Cada item apresenta 0 mesmo
peso (25 pontos) e o total de 100 pontos representa 0 escore
perfeito: adequado: <86S-K escore, bom: 71-85S-K escore, médio:
56-70S-K escore, moderado: 41-55S-K escore, e grave: <40S-K
escore (SHWACHMAN; KULCZYCKI, 1958) (ANEXO D).

56 VOLUME EXPIRATORIO FORCADO NO PRIMEIRO
SEGUNDO

A funcdo pulmonar avaliada pelo Volume expiratério
forgada no primeiro segundo (do inglés - Forced expiratory volume
in the First Second - FEV) foi pelo exame de espirometria. Este foi
realizado pela equipe de enfermagem do HIJG nos individuos com
FC. O equipamento utilizado foi o espirémetro (Puritan-Bennett
Corporation®), modelo  Renaissance  Spirometry  System
(Wilnington, Carolina do Norte, Estados Unidos da América).
Tanto a metodologia como a classificagdo do exame de
espirometria foi realizado de acordo com Pellegrino et al., (2005),
sendo adequado: >70%; média: 60-69%; moderado: 50-59%;
moderadamente grave: 35-49%; grave e muito grave: <35%.

5.7 DETERMINAGCAO BACTERIOLOGICA

A secrecdo da cavidade orofaringea foi coletada com um
“swab” estéril, pela manhd com os pacientes em jejum de 10
horas.O material foi processado logo ap6s a coleta, segundo
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metodologia de Gilligan, Kiska e Appleman (2006) e em seguida,
avaliado microscopicamente (NIKON E200, Chiyoda, Toquio,
Japdo) pelo método de Gram (GILLIGAN et al., 2006). Os
homogeneizados formados a partir de 0,5 mL da por¢do purulenta
do escarro foi adicionado a 1 mL de solucéo salina estéril, os quais
foram inoculados em placas individuais contendo &gar de sangue de
carneiro e agar de chocolate suplementado com 0,1% de extrato de
levedo fabricados pela Oxoid (S&o Paulo, SP, Brasil). Os 20 pg/mL
de nicotinamida adenina dinucleotideo (Sigma-Aldrich®, Saint
Louis, Missouri, EUA) e 4gar Mack Conkey (Oxoid, Sao Paulo,
SP, Brasil) foram adicionados em outra placa contanto meio
seletivo para "B. cepacia” e uma Ultima placa contendo &gar
Manitol, ambas as placas foram produzidas pela Oxoid (S&o Paulo,
SP, Brasil). A placa de agar chocolate foi incubada em sistema de
micro-aerofilia. As placas restantes foram incubadas em aerobiose,
em estufa, a 37°C. As placas foram examinadas, por meio da
contagem das Unidades Formadoras de Colonias (UFC), apds 48
horas, mantidas a temperatura ambiente e reexaminadas (nova
contagem das UFC) ap6s 96 horas do tempo inicial. A indicacdo de
presenca de infeccdo para FC foi realizada a partir da contagem
das UFC (=105 UFC/mL de um patogeno) (GILLIGAN et al.,
2006). Este exame foi realizado pelo Laboratério prestador de
servicos ao HIJG Ciéncia Laboratério Médico Ltda®, Floriandpolis,
SC, Brasil.

5.8 ANALISE DA INFLAMAGAO INTESTINAL

5.8.1 Coleta e armazenamento das amostras de fezes

Os pacientes foram orientados a coletar as fezes no hospital
no dia da consulta conforme rotina ja estabelecida. Para analise da
CLP fecal as fezes foram coletadas em recipientes plasticos
fornecidos pelo hospital e entregues no mesmo dia. A determinacao
da CLP foi feita no Ciéncia Laboratério Medico (HIG,
Floriandpolis, SC, Brasil). Os microrganismos foram quantificados
pela técnica de FISH que foi feita nas fezes coletadas com um
canudo de plastico de 4 cm de comprimento e 3 mm de diametro,o
canudo foi introduzido nas fezes de 4-10 mm e colocado dentro do
tubo Falcon de 50 mL, fixados com 30 mL de solucdo de Carnoy
composta por 6/6/1 etanol/acido acético glacial/cloroférmio
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respectivamente  (Dindmica Quimica Contemporanea Ltda®,
Diadema, SP, Brasil), durante 24horas & temperatura ambiente e em
seguida mantidos refrigerados a 4°C até serem manipulados. No
laboratério, os cilindros fecais foram removidos do canudo e
desidratadas com xileno (Dindmica Quimica Contemporanea
Ltda®, Diadema, SP, Brasil). Apds a desidratacéo, as fezes foram
colocadas em bandejas de aco, para acrescentar a parafina liquida.
Com a parafina semi-sélida, foi inserido um cassete histoldgico e
adicionado as identificacOes dos pacientes nas
amostras(SWIDSINSKI et al., 2008). Assim que os blocos de
parafina solidificaram, foram armazenados em temperatura
ambiente e enviados para 0 Departamento de Ciéncias
Médicas Traslazionali do setor da pediatria da Universidade de
Népoles Federico 11 que realizou o FISH (N&poles/Italia).

5.8.2 Analise dos Microrganismos pela Fluorescent in Situ
Hybridization

No laboratério, foi realizado o corte histolégico em um
micrétomo, formando fatias de 4 um de espessura. Essas fatias
histologicas foram inseridas em I&minas Superfrost Ultra Plus
(Thermo Scientific, Monza, Monza e Brianza, Italia), passaram por
um banho com agua morna (30°C) e em seguida foram para a
estufa a 30°C por cerca de 1 hora. Para a desparafinacdo foram
necessarios 8 banhos das I&minas, sendo 4 banhos de 3 minutos em
xileno e ap6s 4 banhos de 3 minutos em etanol ambos produtos
produzidos pela VWR Chemicals, Lutterworth, LE17 (Reino
Unido) o material foi levado para a estufa por 45 minutos. A
solucdo de hibridizacdo foi composta por 360uL de 5M NaCl e
40uL de 1M Tris-HCL pH 7,4 ambos produzidos pela Panreac
Appli Chem, Stockport SK6 (Reino Unido). Os 20 ulL de
formaldeido, 1.580 uL de agua destilada ¢ 10uL de 10% Sodium
dodecyl sulfate foram fabricados pela Sigma Life Science® (Milan,
Lombardia, Italia), e levada a estufa a 50°C por até sua utilizagao.
A essa solucdo foi combinada a sonda genética, adicionada as
laminas com as amostras e levadas a estufa Gmida por 45minutos a
50°C. As amostras foram analisadas com a combinagéo das sondas
de 100 ng EUB I, EUB II, e EUB Il (sonda universal), conjugada
com isotiocianato de fluoresceina (FITCS’, coloragdo verde -
controle positivo que reage com todas as bactérias) e uma sonda
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especifica de cada espécie (Erec482, Fpra655 e Pseaer A, Pseaer A
I) foi conjugada com uma U(nica molécula de carbocanina
fluorescente  (Cy3, coloracdo vermelho).As sondas de
oligonucleotideos utilizadas nesse estudo foram fabricadas por
MWG Eurofins (MWG Operon®, Ebersberg, Alemanhd). Em
seguida a lamina foi lavada com agua destilada e colocada no tubo
Falcon de 50 mL para lavar no banho maria a 50°C por 5 minutos,
e colocadas na estufa por 10 minutos. Apos, foi adicionado 50uL
de DAPI composto por 1 mL de 1 M de Tris-HCL pH 7,4; 9 mL de
5 M de NaCl; 50uL de 4,6-diamidino-2-fenilindol e 1 mg/mL em
50 mL de &gua destilada e foi mantido por 5 minutos no escuro em
temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram novamente
lavadas com &gua destilada e colocadas na estufa por 10minutos,
mantidas a temperatura ambiente até a leitura em
microscopio(Nikon®, Téquio, Honshu Japédo) (SWIDSINSKI et al.,
2008). A leitura das laminas foi realizada em um microscépio de
epifluorescéncia Nikon 80i Eclipse com uma camera colorida
Nikon DS-U2 e um software de imagem NIS-Elements (Nikon®,
Téquio, Honshu, Japdo). As bactérias foram quantificadas por
contagem manual. Bactérias com distribuicdo desigual ou com
baixa concentragdo foram enumeradas dentro de areas maiores de
100x100 pum, em campos microscépicos inteiros, ou na superficie
total do cilindro fecal. Todas as contagens foram realizadas com
uma ampliacdo de 1.000 vezes. A conversdo dos numeros dentro de
areas microscopicos definidos para concentraces de bactérias por
mililitro foi baseada no calculo de que uma amostra de 10 pL com
uma concentragdo celular de 10%élulas/mL tem em média 40
células por campo (SWIDSINSKI et al., 2008).

5.8.3 Calprotectina fecal

A CLP fecal foi dosada pelo teste imuno-enzimatico
RIDASCREEN® Calprotectin  (R-biopharm AG -Darmstadt,
Hessen, Alemanha). Todos os reagentes utilizados nesse teste
foram fabricados por R-Biopharm AG (Darmstadt, Hessen,
Alemanha). Para o tampdo de lavagem (NaCl tamponada com
fosfato) foi misturado uma parte da solucdo para 9 partes de agua
destilada. Para o tampédo de extracdo foi misturado 1 parte do
tampédo de extracdo (0,05% NaNs3) com 2 partes de agua destilada.
Foi utilizado 100 mg de amostra fecal em um tubo de teste e em
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seguida adicionado 5 mL de tampédo de extracdo diluido (diluigdo
1:50). As fezes foram homogeneizadas e em seguida foi aspirado
100 pL das mesmas com uma pipeta e pipetados em 5 mL de
tampdo de extracdo diluido, foram incubadas por 5 minutos e em
seguida homogeneizadas novamente. Apds, foram centrifugadas
durante 10 minutos para sedimentacdo das particulas fecais
maiores. O sobrenadante do extrato foi diluido novamente para
aplicacdo do teste. A diluicdo foi em 20 pL do sobrenadante em
980 pL de tampédo de diluicdo (solucdo de NaCl tamponada com
proteina: 0,1% de NaN3z) de amostras. Utilizou-se 100 pL da
diluicdo final da amostra para o teste.Para a primeira incubagéo foi
adicionado aos recipientes 100 uL de cada um dos padrdes 1 a 5
(concentragdes de CLP dos padrfes 1 a 5: 19,5 mg/kg; 56 mg/kg;
95 mg/kg; 275 mg/kg; 800 mg/kg e contém 0,1% NaNs), 100 uL de
tampdo de diluicdo (controle negativo) e de controle positivo
(0,1% de NaNs) e a amostra fecal diluida a analisar. Utilizou o
controle Low-Positiv (0,1% de NaNs3), adicionou 100 plLe foi para
incubacdo em uma placa por 1 hora a temperatura ambiente (20°C -
25°C). Ap0s esvaziar os recipientes, foi lavado 5 vezes com 300 pL
de tampdo de lavagem. Para a segunda incubacdo foi adicionado
100 pL de conjugado (anticorpo monoclonal conjugado com
peroxidase em solucdo protéica estabilizada), e incubado a placa
por 1 hora a temperatura ambiente (20°C - 25°C). Repetiu 0
processo de lavagem e a terceira e Ultima incubacéo, foi adicionado
100 pL de substrato de perdxido de hidrogénio/tetrametilbenzidina,
incubado por 15 minutos no escuro a temperatura ambiente (20°C -
25°C), nesse momento a solugdo incolor transformou em azul.
Apds, adicionou o reagente de parada 1 N de acido sulfirico (nesse
momento a solu¢cdo mudou novamente de cor para amarelo) para
terminar a reacdo e fazer a leitura. A concentracdo de CLP que é
expressa em mg/kg de fezes foi determinada mediante a curva
padrdo. As amostras com uma concentracdo de CLP de 0-50 mg/kg
serdo considerados normais, valores entre 50mg/kg -100 mg/kg
serdo considerados intermediérios e valores superiores a 100mg/kg
indicardo inflamacéo intestinal e o paciente deve ser encaminhado
para outras investigacbes (FAGERBERG et al., 2003).

5.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados para avaliar a distribuicdo pelo
teste de Shapiro-Wilk e quando necessario submetidos a
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normalizacdo logaritmica. Dados com distribuicdo normal foram
apresentados em média e * desvio padrdo e 0s assimétricos em
mediana e intervalo interquartil: 25° - 75°. O teste “t” Student e
Mann Whitney foram utilizados quando apropriado para verificar a
diferenca das médias de concentracdo da CLP fecal e contagens de
E. rectale, F prausnitzii e P. aeruginosa entre 0 GC versus GFC,
GC versus GFCDF50-Homo e GC versus GFCDF508-Hetero. Para
avaliar o tamanho do efeito destes dados, foi aplicada a estatistica
de Cohen (corrigido por Hedges’g), para os dados com distribuicao
normal. Os tamanhos do efeito foram assumidos como negligivel (g
<0,20), pequeno (g entre 0,20 e 0,49), médio (g entre 0,50 e 0,79)
ou grande (g >0,80) (COHEN, 1992). O tamanho do efeito de
Cohen foi calculado usando a calculadora de tamanho de efeito
(http:www.cem.org/effect-size-calculator). Para os dados com
distribuicdo assimétrica, os tamanhos do efeito foram calculados
usando a estatistica de CIliff. Os tamanhos do efeito foram
interpretados como negligivel (8 <0,147), pequeno (& entre 0,147 ¢
0,33) médio (8 entre 0,33 e 0,474) e forte (6 >0,474) (ROMANO
et al., 2006). O tamanho de efeito de CIiff foi calculado usando o
software Delta’s Calculator de Cliff (MACBETH,;
RAZUMIEJCZYK; LEDESMA, 2011). Andlise de regressao linear
univariada e multivariada foi realizada entre os GC, GFC,
GFCDF508-Homo e GFCDF508-Hetero. As variaveis de exposicao
foram: GFC, GFCDF508-Homo e GFCDF508-Hetero, as variaveis
de desfecho foram: IMC/I, P/I e E/I todos em z-score, E. rectale, F.
prausnitzii e P.aeruginosa e a CLP fecal e as varidveis de ajuste
foram idade e sexo. Na analise de regressdo todas as variaveis
assimétricas foram transformadas em log natural para a
normalizacdo dos dados ou o mais proximo da normalidade. Para
avaliar o tamanho do efeito destes dados foi aplicada a estatistica
de Cohen (f2). O f2 de Cohen foi calculado para fornecer uma
medida padronizada do tamanho do efeito
(https://www.danielsoper.com/statcalc/calculator.aspx?id=5). O
tamanho do efeito foi classificado como pequeno (2 entre 0,02 e
0,14), médio (f2 entre 0,15 e 0,34) ou grande (>0,35) (COHEN,
1992). Para todos os testes foi adotado o nivel de significancia de
95% (p < 0,05). A andlise estatistica dos dados foi realizada no
programa estatistico Statistical Package for the Social Sciences®
(SPSS Inc, 2006, Chicago, IL, USA).
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6 RESULTADOS

Dentre as 104 criangas e adolescentes em seguimento
clinico no Ambulatério Interdisciplinar de FC, 73 atendiam aos
critérios de inclusdo, porém, um paciente ndo compareceu a
consulta no tempo de coleta previsto, totalizando em 72 criancas e
adolescentes do GFC, com mediana de idade de 3,5 anos (Intervalo
Interquartil (11Q): 1,0; 8,0) e 45,8% eram do sexo masculino. O GC
foi composto por 48 criancas e adolescentes entre irmdos dos
pacientes com FC sem doenca e/ou que eram atendidos no
ambulatério de puericultura do HIJG, com mediana de idade 4,0
anos (11Q: 2,0; 8,0) e45, 8% do sexo masculino. O tamanho total da
amostra foi de 120 criancas (Figura 3) e adolescentes entre GC (n =
48) e GFC (n=72) (Tabela 1).

O GFCDF508-Homo foi composto por 25 criangas e
adolescentes com mediana de idade de 3,0 anos (11Q: 1,0; 8,5) e 0
GFCDF508-Hetero foi composto por 27 criangas e adolescentes
com mediana de idade de 4,0 anos (11Q: 2,0; 8,0) e em ambos 0s
grupos 44,4% deles eram do sexo masculino. Ndo houve diferengas
estatisticas para as varidveis de sexo e idade entre 0s grupos
(Tabela 1).

Em relagdo aos marcadores do estado nutricional, houve
diferenca significativa para o z-IMC/I entre 0s GC e 0s grupos de
pacientes com FC (p < 0,05), onde 81,2% do GC apresentaram z-
IMC/I eutré6fico, ninguém se classificou em baixo peso e 18,8%
apresentaram z-IMC/I a cima do recomendado (recomendado: >-2 e
< +1), ja no GFC 4,2% do pacientes apresentaram z-IMC/I a baixo
do recomendado e destes, um sujeito foi classificado com magreza
acentuada, todos pertenciam ao GFCDF508-Hetero e apresentavam
bacteriologia pulmonar positiva, 9,7% apresentaram z-IMCI/I a
cima do recomendado para a eutrofia, destes, 3 individuos
pertenciam ao GFCDF508-Hetero e os demais ndo possuiam a
mutacdo DF508 em nenhum dos alelos e 86,1% do GFC foi
classificado em eutrofico. Para o z-P/l houve diferenca significativa
entre 0 GC vs GFC e GC vs GFCDF508-Homo (p < 0,05), onde
90% do GC apresentaram o z-P/I adequado, 7,5% estava & cima e
apenas um individuo apresentou z-P/I classificado como baixo peso
para idade, ja no GFC 5% foram classificados em baixo peso para
idade, sendo que destes, 2 individuos pertenciam ao GFC DF508-
Homo e 95% apresentaram o peso para a idade adequado, ninguém
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se classificou 4 cima do peso para idade no GFC (Tabela 1). A
estatistica de Cohen revelou um tamanho do efeito de médio (g
entre 0,50 e 0,79) este achado fortalece a significancia encontrada
entre estes dados na tabela 1.

Ambos 0s grupos de pacientes com FC apresentaram
pontuacdo de bom a excelente do S-K escore (pontos) (GFC: 87,57
+ 16,74; GFCDF508-Homo: 84,79 + 20,61 e GFCDF508-Hetero:
86,46 + 17,84). O VEF; foi de 67,22 + 21,47 para o GFC, 62,91 +
23,81 para o GFC DF508-Homo e 73,44 = 19,69 para o
GFCDF508-Hetero (Tabela 1).

Em relacdo ao uso de antibidtico, >50% dos grupos de
pacientes com FC estavam em uso. A propor¢do de insuficientes
pancreaticos no GFC foi de 86% com destaque para 0 GFCDF508-
Homo, onde 100% desse grupo eram insuficientes pancreaticos.

A amamentacdo exclusiva até os 6 meses de idade, sem a
adicdo de férmulas ou outros complementos alimentares, foi
prevalente no GFC (n = 19) com 31,6% e o GC (n = 16) foi
prevalente para o parto vaginal (53%) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracterizacdo demografica, estado nutricional e clinico, entre o grupo controle (GC) com o grupo fibrose cistica (GFC), GFCDF508-Homozigoto (GFCDF508-
Homo) e GFCDF508-Heterozigoto (GFCDF508-Hetero).

Variaveis GC GFC GFC DF508-Homo GFC DF508-Hetero
(n =120) (n =48) (n=72) p® (n =25) p* (n=27) p°
Idade (anos)'$ 40(20- 35(10- 0,743 3,0(1,0-8,5) 0,521 4,0(2,0-8,0) 0,479
8,0) 8,0)
Sexo Masculino n (%)¢ 22 (45,8) 33 (45,8) 1,000 11 (44) 1,000 12 (44,4) 0,913
Estado Nutricional - Clinico g° g* g°
IMCI/I (z-escore) € 0,291 + -0,287 + 0,009 0,50 -0,582 + 0,79 0,003 0,76 -0,376 +£1,22 0,030 0,53
1,27 1,08
P/l (z-escore)> € ¢ -0,089+ -0,575% 0,033 0,44 -0,875+1,18 0,016 0,66 -0,375+0,74 0,314 0,27
1,19 1,04
E/l (z-escore)> € -0,372+ -0,627 0,272 0,21 -0,683 +1,38 0,367 0,22 -0,366 + 0,85 0,983 0,00
1,38 1,12
S-K score (pontos)>¥ - 87,57 + - - 84,79 £ 20,61 - - 86,46 + 17,84 - -
16,74
VEF1(%)** - 67,22 + - - 62,91 + 23,81 - - 73,44+£19,69 - -
21,47
antibioticoterapia n (%) - 36 (50,0) - - 14 (56,0) - - 15 (55,5) - -
Insuficiéncia - 62 (86,1) - - 25 (100,0) - - 21 (77,7) - -
Pancreatica n (%)
AE - 6 meses n (%)&# 05(29,4) 06 (31,6) 1,000 - 02 (28,6) 0,927 - 04 (33,3) 0,208 -
Tipo de parto n (%)%#
Vaginal 09 (56,3) 05(26,3) 0,057 - 02 (28,6) 0,318 - 03 (25,0) 0,676 -
Cesarea 07 (43,7) 14(73,7) - - 05 (71,4) - - 04 (33,3) - -

IMC/I= indice de Massa Corporal para ldade. P/I= Peso para Idade.E/I= Estatura para Idade. S-K escore= Schwachman-Kulczycki score.FEV;= Forced Expiratory Volume in the First Second.
AE= Amamentacdo Exclusiva. Mediana e Intervalo Interquartil®. Média + Desvio padrdo da média2.5Teste de Mann-Whitney. £Qui Quadrado. ¢Teste de t-student. Significancia: p < 0,05. p%e g3 =
GC vs GFC.p*¢g*= GC vs GFCDF508 Homo. p°¢g®= GC vs GFCDF508-Hetero. ®P/I: GC (n = 40), GFC (n = 61), GFC DF508 Homo (n = 22), GFC DF508-Hetero (n = 22), outras mutacGes (n
= 17). ¥S-K escore: GFC (n = 68), GFC DF508-Homo (n = 24), GFC DF508-Hetero (n = 24), outras mutagdes (n = 20). ¥FEV1: GFC (n = 23), GFC Df508-Homo (n = 11), GFC DF508-Hetero (n
= 09), outras mutagBes (n = 03). *AE e Tipo de parto: GC (n = 16), GFC (n = 19), GFC DF508-Homo (n = 07), GFC DF08-Hetro (n=07).Teste Hedges’g corrigido (COHEN, 1992), onde os
tamanhos do efeito foram assumidos como negligivel (g <0,20), pequeno (g entre 0,20 e 0,49), médio (g entre 0,50 e 0,79) ou grande (g >0,80)
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Em relagdo a bacteriologia pulmonar (BP), do total do
GFC, 38 criancas e adolescentes apresentaram BP+ distribuidos nos
GFCDF508-Homo (n = 16) e no GFCDF508-Hetero (n = 16).
Enquanto para a BP- a maioria dos sujeitos eram do GFCDF508-
Hetero (40%, n = 11). A colonizagdo pulmonar prevalente
isoladamente em todos GFC foi a S. aureos (GFC: 36,8%,
GFCDF508-Homo: 43,7% e GFCDF508-Hetero: 25%), e a
colonizacdo pulmonar associada a duas bactérias, foi prevalente
para P. aeruginosa+ S. aureus (GFC: 29%, GFCDF508-Homo:
37,5% e GFCDF508-Hetero: 31,2%) (Tabela 2).

A microbiota intestinal avaliada pela técnica de FISH
revelou diferenca estatisticamente significativa para os micro-
organismos E. rectale, F. prausnitzii e P. aeruginosa a (p < 0,05).
A mediana de concentracdo da E. rectale apresentou-se 43,7%
menor no GFC quando comparado com o GC, no GFCDF508-
Homo, a mediana de concentracdo da E. rectale estava 47,4%
menor em relacdo ao GC e no GFCDF508-Hetero quando
comparado ao GC, este apresentou-se 30% menor (Figura 4). J4, a
mediana de concentragdo da F. prausnitzii se apresentou 93%
maior no GC em relacdo ao GFC e 68,4% maior no GC em relacdo
ao GFCDF508-Hetero. Destaca-se o0 GFCDF508-Homo que
apresentou a mediana de concentragdo da F. prausnitzii zero em
relacio ao GC (Figura 5). A mediana de concentracdo da P.
aeruginosa estava 565% maior tanto no GFC, como no
GFCDF508-Homo e 885% maior no GFCDF508-Hetero (p < 0,05),
guando comparados ao GC (Tabela 2) (Figura 6).

A inflamacdo intestinal avaliada pela CLP fecal foi
significativamente maior para todos os grupos da FC - mediana:
46,5 - 11Q: 21,8; 113,8; GFCDF508-Homo - mediana: 65,5 - 11Q:
24,2; 117,8 e no GFCDF508-Hetero - mediana: 58,45 — 11Q: 49,0;
113,8 quando comparado ao GC - mediana: 20,1 - 11Q: 15,6; 31,6
(p < 0,05). Ou seja, 0 GFC apresentou a mediana de concentracdo
da CLP fecal 231,3% maior, 0 GFCDF508-Homo 325,8% maior e
0 GFCDF508-Hetero 290,7% maior todos em relagdo a mediana de
concentracdo do GC (Tabela 2) (Figura 7).

Ao realizar a estatistica de Cohen observou-se um tamanho
do efeito médio (8 entre 0,33 e 0,474) a forte (6 >0,474)
fortalecendo a significancia estatistica encontrada entre os dados.
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Tabela 2 -Caracterizacdo da bacteriologia pulmonar (BP), microrganismos e inflamacgdo intestinal do grupo controle (GC), grupo fibrose cistica (GFC), GFCDF508-
Homozigoto (GFCDF508-Homo) e GFCDF508-Heterozigoto (GFCDF508-Hetero).

Variaveis GC GFC GFC DF508- GFC
Homo DF508-Hetero
(n =120) (n = 48) (n=72) (n = 25) p? (n=27) p3
Bacteriologia Pulmonar £n (%)

BP™ - 34 (47,2) - 09 (36,0) 0,360 11 (40,7) 0,653

BP+ - 38(52,8) - 16 (64,0) - 16 (59,3) -

P. aeruginosa - 09 (23,6) - 02 (12,5) 0,474 04 (25,0) 1,000
B. cepacia - 00 (00,0) - 00 (00,0) - 00 (00,0) -

S. aureus - 14 (36,8) - 07 (43,7) 0,762 04 (25,0) 0,532
P. aeruginosa + S. aureus - 11 (29,0) - 06 (37,5) 0,755 05 (31,2) 1,000
P. aeruginosa +B. cepacia - 02 (05,3) - 01 (06,2) 1,000 01 (06,2) 1,000
B. cepacia + S. aureus - 02 (05,3) - 00 (00,0) 1,000 02 (12,5) 0,575

Microrganismos (x10°mL fezes)'*

(n = 36) (n=17) (n=19) p* 5% (n=07) p® 3 (n=07) pe 38
E. rectale 19,0 (14,0-23,0) 10,7 (1,17-16,00 0,001 0,60 10,0 (0,0 - 17,3) 0,016 0,63 13,3(6,3-16,0) 0,040 0,54
F. prausnitzii 14,0 (3,92-27,6) 1,00(0,00-123) 0,035 0,43 0,0 (0,0-0,57) 0,003 0,76  4,43(1,4-18,0) 0,375 0,24
P. aeruginosa 0,20 (0,06 - 0,53) 1,13(0,83 - 4,37) <0,001 0,82 1,13(0,63-7,08) 0,011 067 1,77(0,90-3,47) <0,001 0,93

Inflamagcéo intestinal (u/g fezes)*$

(n=32) (n=14) (n=18) (n=07) (n=6)

Calprotectina 20,1 (156-31,6) 46,5(21,8-113,8) 0,033 0,44 65,5(24,2-177,8) 0,004 0,75 58,45(49,0-113,8) 0,001 0,88

P. aeruginosa= Pseudomonas aeruginosa; B. cepacia= Burkholderia cepacia; S. aureus= Staphylococcus aureus; F. prausnitzii= Faecalibacterium prausnitzii.

E. rectale= Eubacterium rectale. 2Qui Quadrado. *Mediana e Intervalo Interquartil Quartil. $Teste de Mann-Whitney.Significancia: p < 0,05.

p?= GFC vs GFCDF508-Homo. p*= GFC vsGFCDF508-Hetero. p*e §*= GC vs GFC. p° &°= GC vsGFCDF508-Homo. pe §°= GC vs GFCDF508-Hetero.

Teste de CIiff - os tamanhos do efeito foram interpretados como negligivel (8 <0,147), pequeno (3 entre 0,147 e 0,33) médio (8 entre 0,33 ¢ 0,474) e forte (6 >0,474) (ROMANO et al., 2006).
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Ao avaliar o estado nutricional pelos indicadores IMC/I,
P/l e E/I todos medidos em z-score, foi observado que o fato de ser
portador da FC pode interferir negativamente no estado nutricional
com diferenca estatisticamente significativa tanto na andlise bruta
guanto na analise justada (para sexo e idade), para os indicadores
de IMC/I e P/l entre os GC vs GFC (tabela 3) , GC vsGFCDF508-
Homo (Tabela 4), com p < 0,05. Para a andlise entre 0 GC vs
GFCDF508-Hetero (Tabela 5) houve diferenca significativa apenas
para o indicador de IMC/I tanto na analise bruta quanto na ajustada
com p < 0,05.

Em relagdo aos microrganismos intestinais, observou-se que
o fato de ter FC interfere na composi¢cdo da microbiota intestinal
com diferenca estatisticamente significativa tanto na andlise bruta
guanto na analise ajustada (sexo e idade), para E. rectale, F.
prausnitzii, e P. aeruginosa com p < 0,05 em rela¢do ao GC. Ou
seja, o fato de ter FC pode contribuir para a reducdo da
concentracdo da E. rectale e F. prausnitzii ao passo que pode
contribuir com o aumento da P. aeruginosa, quando comparado
com pacientes sem FC (Tabela 3). Na analise bruta entre 0 GC e o
GFCDF508-Homo (Tabela 4), observou-se que 0s pacientes com
FCDF508-Homo, pode contribuir para reducdo da concentracéo de
E. rectale e F. prausnitzii e aumento da concentragdo P. aeruginosa
no intestino, essa relacdo permaneceu significativa ap6s a analise
ajustada (para sexo e idade), exceto para 0 microrganismo E.
rectale. Ao analisar 0 GC vs GFCDF508-Hetero (Tabela 5) na
andlise bruta houve diferenca estatistica somente para a bactéria P.
aeruginosa com p < 0,001(Tabela 5), revelando que quem possui a
mutacdo DF508-Hetero pode contribuir para o aumento da P.
aeruginosa e apds andlise ajustada (sexo e idade), percebeu-se que
a mutacdo DF508-Hetero pode exercer influéncia na concentragdo
com diferenca estatisticamente significativa para F. prausnitzii e P.
aeruginosa.

A inflamagdo intestinal avaliada pela CLP fecal, foi
significativamente diferente nos grupos GC vs GFC com p < 0,05,
ou seja o fato de ter FC pode contribuir para 0 aumento na
concentracdo da CLP fecal (Tabela 3), ao avaliar o GC vs
GFCDF508-Homo (Tabela 4), também verificou-se que o fato do
GFC apresentar a mutagdo DF508-Homo pode contribuir para o
aumento CLP fecal e ao analisar o GC em relacdo ao GFCDF508-
Hetero (Tabela 5), aqueles que do GFC que apresentam a mutagao
DF508-Hetero também apresentaram um aumento na concentracao



88

da CLP fecal essas analises foram significativa com p < 0,05 tanto
na andlise bruta quanto na ajustada (sexo e idade).

A estatistica de Cohen (f2) aplicada na regressao linear
mostrou um tamanho do efeito de médio (f2 entre 0,15 e 0,34) a
grande (>0,35) principalmente ao avaliar a relacdo da microbiota
intestinal e inflamac&o intestinal entre os GC vs GFC (Tabela 3),
GC vsGFCDF508-Homo (Tabela 4) e GC vs GFCDF508-Hetero
(Tabela 5), com destaque para a P. aeruginosa que apresentou
tamanho do efeito grande (>0,35) ao avaliar a relagdo do GC entre
todos os grupos da FC.
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Tabela 3 - Andlise de regressdo linear univariada e multivariada entre estado nutricional, microrganismos e
inflamacdo intestinal entre os grupos controle (GC), grupo fibrose cistica (GFC).

Variaveis Bruto Ajustado

po 2 B1 2

Coeficiente p (1C95%) Coeficiente p (1C95%)

(ajustado para idade e sexo)

Estado Nutricional GC (n=48) GFC (n=72)
IMC/I (z-score) -0,099 0,009 (-0,172; -0,026) 0,060 -0,101 0,008 (-0,175; -0,026) 0,062
P/l (z-score) -0,092 0,033 (-0,177;-0,007) 0,047 -0,094 0,036 (-0,182; -0,006) 0,047
E/l (z-score) -0,040 0,272 (-0,112; 0,032) 0,010 -0,041 0,285 (-0,115; 0,034) 0,010
Microrganismos GC (n=14) GFC (n=18)
E. rectale (x10°mL fezes)®  -0,291 0,041 (-0,569; -0,013) 0,152  -0,324 0,029 (-0,611; -0,036) 0,226
F. prausnitzii (x10°mL -0,163 0,009 (-0,282; -0,044) 0,305 -0,212 0,001 (-0,329; -0,095) 0,669
fezes)t
P. aeruginosa (x10°mL 0,306 <0,001 (0,196; 0,416) 1,118 0,314 <0,001 (0,199; 0,428) 1,164
fezes)t
Inflamagao intestinal GC (n=14) GFC (n=18)
Calprotectina (u/g fezes)® 0,190 0,043 (0,006; 0,373) 0,148 0,256 0,025 (0,035; 0,477) 0,222

IMC/I: Indice de Massa Corporal para ldade. P/I: Peso para Idade. E/I: Estatura para Idade. F. prausnitzii: Faecalibacterium
prausnitzii; E. rectale: Eubacterium rectale; P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa. £Valores normalizados pela
transformacdo em logaritmo na base natural. Coeficiente pO: valores brutos; coeficiente B1: valores ajustados para variaveis de
confusdo (idade e sexo). Os valores de p foram derivados da analise de regressdo linear multipla (intervalo de confianca de
95%). Valor de significancia p < 0,05. O tamanho do efeito foi classificado como pequeno (f2 entre 0,02 e 0,14), médio (2 entre
0,15 e 0,34) ou grande (> 0,35) (COHEN, 1992).
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Tabela 4 - Andlise de regressdo linear univariada e multivariada entre estado nutricional, microrganismos e
inflamacdo intestinal entre os grupos controle (GC), grupo fibrose cistica (GFC): GFCDF508-Homozigoto
(GFCDF508-Homo).

Variaveis Bruto Ajustado

Bo p1

Coeficiente p(1C95%) 2 Coeficiente  p (1C95%) f2

(ajustado para idade e sexo)

Estado Nutricional GC (n=48) GFCDF508-Homo (n = 25)
IMCI/I (z-score) -0,138 0,003 (-0,226; -0,050) 0,137 -0,138 0,003 (-0,228; -0,048) 0,141
P/l (z-score) -0,118 0,016 (-0,214; -0,023) 0,102 -0,126 0,015 (-0,226; -0,026) 0,108
E/I (z-score) -0,037 0,367 (-0,118; 0,044) 0,011 -0,033 0,443 (-0,119; 0,052) 0,014
Microrganismos GC (n=17) GFCDF508-Homo (n = 07)
E. rectale (x10°mL fezes)® -0,252 0,048 (-0,501; -0,002) 0,221 -0,238 0,103 (-0,529; 0,053) 0,223
F. prausnitzii (x10°mLfezes)® -0,175 0,001 (-0,270; -0,081) 1,127  -0,189 0,004 (-0,306; -0,072) 1,183
P. aeruginosa (x10°mL 0,282 <0,001 (0,146; 0,417) 1,127 0,271 0,001 (0,135; 0,406) 1,747
fezes)®
Inflamac&o Intestinal GC (n=14) GFCDF508-Homo (n = 07)
Calprotectina (u/g fezes)® 0,328 0,002 (0,133; 0,523) 0,655 0,381 0,014 (0,089; 0,674) 0,683

IMC/I: Indice de Massa Corporal para Idade. P/I: Peso para Idade. E/I: Estatura para Idade. F. prausnitzii: Faecalibacterium
prausnitzii; E. rectale: Eubacterium rectale;

P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa.

£valores normalizados pela transformagdo em logaritmo na base natural. Coeficiente p0: valores brutos; coeficiente p1: valores
ajustados para varidveis de confusdo (idade e sexo). Os valores de p foram derivados da analise de regresséo linear maltipla
(intervalo de confianga de 95%). Valor de significancia p <0,05. O tamanho do efeito foi classificado como pequeno (2 entre 0,02
e 0,14), médio (f? entre 0,15 e 0,34) ou grande (>0,35) (COHEN, 1992).
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Tabela 5 - Andlise de regressdo linear univariada e multivariada entre estado nutricional, inflamacdo intestinal e
microbiota intestinal entre os grupos controle (GC), grupo fibrose cistica (GFC): GFCDF508-Heterozigoto
(GFCDF508-Hetero).

Variaveis Bruto Ajustado

Bo f2 B1 f2

Coeficiente p (1C95%) Coeficiente p (1C95%)

(ajustado para idade e sexo)

GC (n=48) GFCDF508-Hetero (n = 27)
IMCI/I (z-score) -0,094 0,030 (-0,178; -0,009) 0,067  -0,096 0,032 (-0,184; -0,009) 0,068
P/l (z-score) -0,059 0,314 (-0,175;0,057) 0,017  -0,054 0,388 (-0,177; 0,070) 0,020
E/l (z-score) 0,001 0,983 (-0,092; 0,094)  <0,001 -0,001 0,976 (-0,098; 0,095) 0,001
Microrganismos GC (n=17) GFCDF508-Hetero (n = 07)
E. rectale (x10°mL fezes)® -0,261 0,197 (-0,669; 0,147) 0,084  -0,272 0,190 (-0,692; 0,147) 0,149
F. prausnitzii (x10°mL fezes)® -0,172 0,053 (-0,346; 0,003) 0,223  -0,195 0,039 (-0,379; -0,011) 0,336
P. aeruginosa (x10°mL fezes)* 0,333 <0,001 (0,184; 0,481) 1,227 0,370 <0,001 (0,213; 0,527) 1,564
Inflamac&o Intestinal GC (n=14) GFCDF508-Hetero (n = 07)
Calprotectina (u/g fezes)® 0,437 0,001 (0,217; 0,657) 0,968 0,466 0,001 (0,228; 0,705) 1,087

IMC/I: indice de Massa Corporal para ldade. P/I: Peso para Idade. E/I: Estatura para Idade. F. prausnitzii:Faecalibacterium
prausnitzii; E. rectale:Eubacterium rectale;

P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa.

£valores normalizados pela transformagio em logaritmo na base natural. Coeficiente B0: valores brutos; coeficiente p1: valores
ajustados para variaveis de confusdo (idade e sexo). Os valores de p foram derivados da analise de regressdo linear maltipla
(intervalo de confianca de 95%). Valor de significancia p < 0,05. O tamanho do efeito foi classificado como pequeno (f2 entre
0,02 e 0,14), médio (f* entre 0,15 e 0,34) ou grande (=0,35) (COHEN, 1992).
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7 DISCUSSAO

De acordo com os dados da caracterizacdo da amostra, em
relacdo ao estado nutricional avaliado pelos indicadores de z-
IMC/I, z-P/1 e z-E/l, criangas e adolescentes do GFC apresentaram
0 z-score no que diz respeito ao z-IMC/I e z-P/l1 menor em relacéo
ao GC, com destaque para 0 GFCDF508-Homo que em relagdo ao
GC, apresentou a menor média de z-IMC/I e z-P/I ambos avaliados
em z-score. Ainda, os indicadores de z-IMC/I e z-P/I apresentaram
um efeito médio entre 0 GC e 0 GFCDF508-Homo, revelando que
este efeito era “provavel que fosse percebido” de acordo com a
estatistica de Cohen (COHEN, 1992). Esses resultados estdo de
acordo com 0s achados encontrados em outros estudos como
Panagopoulou et al., 2014 e Sheikh et al., 2014. Ainda, a média de
z-P/l para o GFC foi superior (-0,57) em relacdo a média
encontrada no estudo de Registro Brasileiro de FC (-0,68) (SILVA
FILHO et al., 2014).

O comprometimento do estado nutricional ndo esta ligado
apenas a reducdo da funcdo pulmonar, mas também é um fator de
risco independente para morte precoce nos individuos com FC.
Vaérios sdo fatores que contribuem para o comprometimento do
estado nutricional na FC, como aumento da demanda energética,
mé absorg¢do, infecgdes recorrentes, mas, a inflamagdo intestinal
recentemente tem sido considerada como mais um fator
contribuinte (LEE et al., 2012).

Em um estudo transversal que avaliou 36 criangas com FC,
onde 27,7% apresentavam mutacdo DF508 homozigota e 47,3%
apresentavam a mutacdo DF508 heterozigota, apesar de o estudo
usar outros parametros como percentil para avaliar o estado
nutricional, os pacientes desse estudo portadores da mutacdo
DF508 homozigoto também apresentaram menor percentual de
IMC (21,9 £ 23,3; p = 0,017) quando comparados aos demais
grupos (SANTOS; STEEMBURGO, 2015).

Ainda, Sands; Umtawska; Zielinska, (2015) em um estudo
transversal que avaliou o estado nutricional de criancas e
adolescentes com FC e relacionou com a idade no diagndstico, tipo
de mutacdo CFTR, infec¢do pulmonar por P. aeruginosa e funcdo
pulmonar, mostrou na analise multivariada que a freqliéncia de
infeccdo pulmonar por P. aeruginosa esteve relacionada com
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valores reduzidos para 0s seguintes parametros: altura corporal,
peso corporal, IMC e dobras cutaneas. A infeccdo por P.
aeruginosa e 0 tipo de mutagdo CFTR também afetaram os
resultados dos testes de fungdo pulmonar, os valores mais baixos
para o VEF; foram em criangas com infeccdo intermitente ou
cronica e em criangas com a mutagdo DF508 homozigota.

Em relacdo ao S-K, todos os pacientes desse estudo foram
classificados entre bom a excelente, diferentemente do que foi
encontrado no estudo Registro Brasileiro de FC, onde apenas
73,9% apresentaram a classificagdo entre bom e excelente (SILVA
FILHO et al., 2014). Em nosso estudo o menor valor de VEF;
(62,91%) foi encontrado no GFCDF508-Homo, que também
apresentou o menor valor para z-IMC/I e z-P/I e ainda todos desse
grupo eram insuficientes pancreaticos.

A insuficiéncia pancredtica esta presente em 85% dos
pacientes com FC e aproximadamente 98% dos pacientes
homozigotos para a mutacdo DF508 sdo insuficientes pancreaticos
e 72% dos pacientes heterozigotos para a mutacdo DF508
apresentam insuficiéncia pancreética (KESSLER; ABELY, 2016).
Os achados do nosso estudo (GFC 86,1%, GFCDF508-Homo
100% e GFCDF508-Hetero 77,7% apresentaram insuficiéncia
pancreatica), além de serem semelhantes ao estudo de Kessler e
Abély (2016) estdo de acordo com o estudo transversal
multicéntrico realizado por Calvo-lerma et al., (2017). O estudo
multicéntrico avaliou em seis centros europeus um total de 207
pacientes pediatricos com FC, e destes 90% eram insuficientes
pancreaticos.

Nas infec¢hes respiratorias, os pacientes com FC sdo
tratados com terapia medicamentosa, principalmente os antibidticos
com objetivo de reduzir ou erradicar diversos grupos de bactérias
patogénicas. O tratamento crdnico com antibiético afeta o trato
gastrointestinal, cujo resultado pode ser o desequilibrio na
microbiota intestinal, conhecida como disbiose intestinal, o que
acarreta prejuizos a salde do hospedeiro (ALMEIDA et al., 2008;
DUYTSCHAEVER et al., 2011).

As evidéncias sugerem que a microbiota intestinal de
criancas e adultos com FC diferem. Os grupos de bactérias
potencialmente patogénicos aparecem elevados, enquanto que 0s
grupos benéficos de Bifidobacterium, Firmicutes e Bacteroidetes
parecem estar reduzidos (LI; KRAUSE; SOMERSET, 2016).

No presente estudo observou-se que a composicdo da
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microbiota intestinal em relagdo a contagem dos microrganismos E.
rectale, F. prausnitzii e P. aeruginosa é significativamente
diferente nos individuos com FC quando comparados com
controles. Os achados mostraram que bactérias benéficas como E.
rectale e F prausnitzii, estavam reduzidas no GFC, GFCDF508-
Homo e GFCDF508-hetero, ao passo que P. aeruginosa estava em
guantidade elevada quando comparados com o GC.

Esses dados sdo similares com o estudo realizado por
Bruzzese et al. (2014) em um ensaio clinico que comparou a
microbiota intestinal de 42 individuos sendo 22 com FC e 20
controles. Os achados mostraram uma reducdo significativa na
guantidade de bactérias como a E. rectale, em pacientes com FC,
ao contrario da bactéria F. prausnitzii que estava elevada nos
controles saudaveis sem FC.

No estudo realizado por Burke et al., (2017), que avaliou a
microbiota de adultos com FC, mostrou que a microbiota intestinal
de pacientes adultos com FC era significativamente (p < 0,05)
menos diversificada em compara¢do com adultos controles (sem
FC). Ainda, Fouhy et al., (2017), observou aumento significativo
de bactérias patogénicas como Clostridium clostridioforme e
Ruminococcus gnavus (p = 0,004) e uma redugdo significativa de
F. prausnitzii (p = 0,003) no grupo FC adulto quando comparado
com controles. As semelhancas entre nossos achados em criangas e
adolescentes e os estudos em adultos com FC sugerem que a
composi¢cdo da microbiota intestinal alterada que ocorre em
criancas com FC é mantida até a idade adulta em pacientes com
FC.

Em uma metandlise com 11 estudos foi encontrado uma
contagem significativamente menor de F. prausnitzii nos pacientes
com doenca inflamatdria intestinal vs. controles. Essa metanalise
sugere uma possivel ligagdo entre a reducdo da concentracdo de F.
prausnitzii, o desequilibrio da microbiota intestinal e a doenca
inflamatdria intestinal (CAO; SHEN; RAN, 2014). As espécies E.
rectale e F. prausnitzii sdo um membro comum da microbiota
intestinal humana produtores de butirato, um acido graxo de cadeia
curta que fornece energia aos colonocitos (JAWETZ et al., 2009;
LOUIS; FLINT, 2009; MIQUEL et al., 2013).

Ainda nesse estudo, os pacientes com FC com mutacao
DF508 homozigota apresentaram alteracBes significativas nos
padrdes do microbioma intestinal. Schippa et al., (2013) em um
estudo com 36 pacientes com FC, onde 5 pacientes apresentavam
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mutacdo DF508 homozigoto, 19 apresentavam mutacdo DF508
heterozigoto e 12 pacientes ndo apresentavam a mutacdo DF508 em
nenhum dos alelos, identificaram que a E. coli e a E. biforme
apresentaram-se prevalente na mutacdo DF508 homozigoto, ao
passo que tanto em pacientes DF508 homozigoto como em
pacientes DF508 heterozigoto, foi encontrada reducdo de espécies
bacterianas benéficas, como F. prausnitzii.

Os pacientes com FC sdo em grande parte susceptiveis a
infeccdes respiratdrias por P. aeruginosa. Quase 30% das criancas
menores de um ano de idade com FC podem adquirir as cepas de P.
aeruginosa do meio ambiente, levando a infec¢bes agudas. Esta
taxa atinge cerca de 50% das criangas aos trés anos de idade
(MORADALI; GHODS; REHM, 2017). Além disso, em pacientes
com FC, a insuficiéncia pancreéatica pode ser um fator de risco para
0 prognostico da doenca, e para um estado nutricional inadequado.
E ainda, pode estar associada a maior frequéncia de infecgdo
pulmonar crénica por bactérias patogénicas como P. aeruginosa
(KESSLER; ABELY, 2016).

A presenca e os efeitos dessa bactéria na microbiota
intestinal de pacientes com FC, ainda ndo foi claramente estudada,
no entanto, em um estudo que avaliou as diferencas na microbiota
intestinal entre pacientes com sindrome do intestino irritavel e
individuos saudaveis, concluiu que P. aeruginosa foi encontrada
com mais frequéncia e em niveis mais elevados em pacientes com
sindrome do intestino irritdvel do que em individuos saudaveis,
sugerindo que a P. aeruginosa possa estar envolvida na
fisiopatologia desta doenca e da dishiose intestinal
(KERCKHOFFS et al., 2011).

Hoen et al., 2015 avaliou a colonizagdo microbiana do
trato respiratorio e intestinal no inicio da vida em criancas com FC
e suas associacbes com a amamentacdo e os desfechos clinicos, e
encontrou relagdes entre a exposicdo ao leite materno, a
composicdo e a diversidade do microbioma intestinal e a salde
respiratoria. Estes achados (HOEN et al., 2015) mostraram que um
aumento da diversidade da microbiota intestinal esteve associado a
periodos prolongados de salde. O que retardou tanto a primeira
colonizacdo respiratéria por P aeruginosa, como a primeira
exacerbacdo pulmonar da FC. Os autores sugerem que a microbiota
intestinal na FC no inicio da vida é um determinante para a
progressao da doencga respiratéria e sistémica, ou seja, conjuntos
especificos de bactérias em amostras intestinais, mas ndo em
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amostras respiratorias, foram associados a exacerbacdo pulmonar
da FC no inicio da vida, indicando que o microbioma intestinal
pode ter um papel na satde pulmonar (HOEN et al., 2015).

O processo inflamatdrio, portanto, nos pacientes com FC,
ndo se limita somente ao trato respiratorio, esta presente também no
trato gastrointestinal (PARISI et al., 2017). O mecanismo de
inflamacdo intestinal ainda ndo esta bem definido, mas alguns
fatores relatados na literatura estdo relacionados com o defeito na
proteina CFTR, muco viscoso, supercrescimento bacteriano e
exposicdo cronica a antibioticos. A inflamagéo intestinal é um fator
modificavel e sua identificacdo precoce ajuda evitar a ma absor¢do
de nutrientes e consequente falha de crescimento (LEE et al.,
2012).

No presente estudo, observou-se uma diferenca
estatisticamente significativa na concentracdo da CLP fecal, onde o
GFC apresentou uma concentracdo de CLP fecal maior quando
comparado com o GC. Ao subdividir o GFC de acordo com a
mutacdo genética, observou-se uma diferenca de concentracdo
significativa, onde os GFCDF508-Homo e GFC DF508-Hetero
apresentaram uma concentracdo de CLP fecal maior em relacdo ao
GC. Esses achados foram parecidos com aqueles observados no
estudo realizado com 30 criangas com FC, 30 controles saudaveis e
15 pacientes com doenca inflamatdria intestinal (BRUZZESE et al.,
2004). O estudo usou CLP fecal e a producdo de dxido nitrico retal
para medir a inflamaglo intestinal. A CLP fecal média nos
individuos com FC foi de 219 ug/g vs. 46 pg/g no grupo de
controle (p < 0,01). Este estudo realizou ainda a administracéo de
probidtico Lactobacillus hamnosus GG (L. rhamnosus GG) em 10
pacientes com FC, uma vez/dia por 4 semanas, 0s resultados
mostraram uma reducéo significativa na concentracdo de CLP nas
fezes dos pacientes com FC (210 pg/g vs.140 pug/g nos controles; p
< 0,01) (BRUZZESE et al., 2004).

Os niveis de CLP fecal diferem em lactentes com FC em
comparagdo com lactentes saudaveis, indicando que um ambiente
intestinal alterado esta presente desde os primeiros anos de vida, é
0 que sugere Garg et al., ( 2017) que avaliou a CLP fecal em
criancas de zero a 10 anos com e sem FC e verificou que existe
diferenca significativa nos niveis de CLP fecal para essa faixa
etaria (p = 0,0002).

A inflamacdo intestinal é uma caracteristica praticamente
constante em pacientes com FC e pode afetar negativamente o
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estado nutricional do paciente, 0 que por sua vez, compromete
negativamente a funcdo pulmonar e a sobrevida (LEE et al., 2012).

Os niveis de CLP fecal tém sido correlacionados
negativamente com a estatura e o peso ambos medidos em escore-z
nos pacientes com FC, o que significa que a gravidade crescente da
inflamac&o intestinal esta associada ao comprometimento do peso e
da estatura (GARG; OOI, 2017).

No estudo publicado por Dhaliwal et al. (2015), que
avaliou 28 pacientes com FC de zero al8 anos de idade. A
gravidade da inflamacéo intestinal medida pela CLP fecal foi
correlacionada significativamente com menor peso e estatura
ambos avaliados em escore-z (r = -0,5; p = 0,003 er =-0,6; p =
0,002 respectivamente).

Devido a sua alta sensibilidade e baixa especificidade a
CLP fecal tem sido associada ndo somente a inflamacéo intestinal,
mas também a outras condicdes clinicas presente na FC. No estudo
de Parisi et al., (2017) que teve como objetivo analisar os niveis de
CLP fecal na FC e correlaciona-los com diferentes fendtipos da
doenca, foi encontrado que, pacientes com insuficiéncia
pancredtica, baixo peso, colonizacdo cronica das vias aéreas por P
aeruginosa, DM relacionada & FC, funcdo pulmonar prejudicada
(VF1 <50%), ou elevado nimero de exacerbacbes pulmonares
tiveram todos, niveis de CLP fecal significativamente mais altos
em relagdo ao GC. O estudo sugere na conclusdo que devido a
baixa especificidade, os niveis de CLP fecal também estdo
relacionados a diferentes aspectos da doenca genética, podendo ser
atil para monitorar longitudinalmente a clinica do paciente com FC
(PARISI et al., 2017).

Ellemunter et al., (2017), em um estudo longitudinal, que
teve como objetivo avaliar a concentragdo da CLP fecal por 12
anos em pacientes com FC, concluiu que, dos 177 pacientes
avaliados 90% eram insuficientes pancreaticos e apresentaram a
mediana de concentracdo da CLP fecal de 60,9u/g fezes. Os
pacientes portadores da mutacdo DF508 homozigoto apresentaram
valores medianos de CLP fecal mais elevados do que os pacientes
portadores da mutagdo DF508 heterozigotos (mediana: 71 vs 62 u/g
fezes), da mesma forma que pode ser observado em nosso estudo
(mediana: 65,5 vs 58,5 u/g fezes respectivamente). Neste estudo
Ellemunter et al., (2017), também avaliou o tamanho do efeito,
porém os resultados ndo foram clinicamente significativos.
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Em individuos com doenga inflamatéria intestinal crénica,
concentracBes elevadas de CLP fecal estdo relacionadas a
inflamacdo intestinal. Se assumirmos que isso também se aplica a
FC, os resultados do presente estudo sugerem que a inflamacdo
intestinal esta presente nos pacientes com FC que se associadas a
dishiose intestinal, podem comprometer o estado nutricional,
acarretando em detrimento da funcdo pulmonar, levando a um
aumento da morbimortalidade.
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9 PONTOS FORTES E LIMITAGCOES

Consideram-se que sdo poucas as pesquisas que avaliam a
relacdo dos microrganismos E. rectale, F. prausnitzii e P.
aeruginosa e a CLP fecal em pacientes com FC principalmente
naqueles com a mutagdo DF508, logo isto € um dos pontos fortes
desta pesquisa. Ainda, este trabalho podera contribuir para estudos
futuros que possam elucidar a relacdo da composicdo da microbiota
intestinal e a inflamagéo intestinal com mutagéo genética DF508.

Os microrganismos avaliados no presente estudo foram
selecionados com base na literatura devido a sua influéncia na
manutencdo da salde intestinal e a relacdo com a FC, sendo esta
uma limitacdo considerando que a microbiota dessa populagdo
ndo foi avaliada globalmente, além de ser um estudo transversal,
onde sO é possivel realizacdes associacles, ndo sendo possivel
verificar a causalidade dos fatos.
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9 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo teve por objetivo avaliar o a relacdo
entre 0s microrganismos E. rectale, F. prausnitzii e P. aeruginosa
com a presenca da mutacdo DF508 e a resposta inflamatoria
intestinal medida pela CLP fecal em criancas e adolescentes com
FC.

Os resultados encontrados mostraram que a populacédo com
FC apresentou um estado nutricional prejudicado em relagcdo ao
GC, e que o GFCDF508-Homo apresentou um estado nutricional
mais defasado em relacdo a todos os outros grupos estudados. A
amamentacdo exclusiva foi prevalente no GFC e o parto vaginal foi
prevalente no GC. Em relacdo ao uso de antibiético, mais da
metade dos grupos de pacientes com FC estavam em uso e cerca
86% dos pacientes com FC eram insuficientes pancreéaticos com
destaque para o GFCDF508-Homo, todos desse grupo eram
insuficientes pancreaticos.

A composigdo microbiota intestinal em especial o0s
microrganismos E. rectale, F prausnitzii e P. aeruginosa, avaliada
pela técnica de FISH se mostrou diferente entre 0s grupos
avaliados: GC vs GFC, GC vs GFCDF508-Homo e GC
vsGFCDF508-Hetero, revelando que o fato de ter FC pode exercer
influéncia sobre a composicdo da microbiota intestinal
principalmente na presenga da mutagdo DF50-Homo. Pois no
GFCDF508-Homo houve uma menor concentracdo para 0S
microrganismos E. rectale, F prausnitzii e maior concentracdo para
a P. aeruginosa. Observou-se ainda, que a inflamacdo intestinal
esta presente em pacientes com FC e que a mutacdo DF508-Homo
pode exercer uma maior influéncia sobre o aumento na
concentracdo de CLP fecal nos pacientes com FC em relacdo aos
demais grupos. A P. aeruginosa € um microrganismo amplamente
estudado na microbiota respiratoria, porém a sua presenca em
concentracdo elevada na microbiota intestinal necessita de mais
estudos principalmente para entender 0s mecanismos de
colonizacéo no intestino e suas consequéncias.

Os microrganismos avaliados nesse estudo foram
selecionados com base na literatura devido a sua influéncia na
manutencdo da salde intestinal e a relagdo com a FC, sendo esta
uma limitacdo considerando que a microbiota dessa populacdo ndo
foi avaliada para todos os demais microrganismos.
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10 CONCLUSAO

e O estado nutricional avaliado pelos indicadores z-IMC/I, z-
P/l e z-E/l, mostrou que os pacientes com FC apresentam
menor escore-z de IMC/I e P/I, principalmente naqueles
gue apresentam a mutacdo DF508-Homo;

e Observou-se que 0 GFCDF508-Homo apresentou o menor
z-IMC/1, z-P/l, S-K score e VEF:. E todos deste grupo
eram insuficientes pancreéaticos;

e A concentracdo dos microrganismos E. rectale e F.
prausnitzii estavam significativamente reduzidos no GFC
principalmente no GFCDF508-Homo enquanto que o
microrganismo P. aeruginosa estava significativamente
aumentada no FC principalmente no GFCDF508-Homo;

e Em relagdo a bactéria F. prausnitzii, considerada
importante para a integridade da salde intestinal observou-
se que a sua concentracdo estava proxima de zero no
GFCDF508-Homo;

¢ A inflamacdo intestinal medida pela CLP fecal apresentou-
se elevada no GFC principalmente naqueles que
apresentaram a mutacdo DF508-Homo, reforcando que a
inflamac&o intestinal é uma enfermidade prevalente nesses
pacientes;

e Ainda, a CLP fecal apresentou maior concentracdo no
GFCDF508-Homo, mesmo grupo que apresentou pior z-
IMC/1 e z-P/1.
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APENDICE A: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

Senhores Pais:

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

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

1. Caracterizar a microbiota intestinal e associar com marcador
inflamatdrio intestinal (calprotectina), de criancas com e sem o
diagndstico de Fibrose Cistica (FC).

2. A participacdo do paciente é muito importante, porque permitira
caracterizar a microbiota intestinal e associar com 0s
marcadores inflamatérios intestinais, e avaliar se existe ou ndo
relagdo com o estado nutricional. O pesquisador ird examinar e
utilizar dados do prontudrio, avaliar o estado nutricional e
analisar exames de fezes.

3. Por ndo necessitar de técnica invasiva para a coleta de dados, 0s
riscos da pesquisa serdo minimos ou até nulos, podendo haver
apenas algum desconforto para realizagdo da antropometria:

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

b) A coleta da amostra de fezes sera realizada no dia da
consulta, conforme rotina j& estabelecida pelo hospital com
material apropriado fornecido pelo pesquisador. Com essa
amostra de fezes seré realizada a avaliacdo de marcadores
inflamatorios intestinais e caracterizacdo da microbiota
intestinal, ndo sendo necessdrios desta forma,
procedimentos invasivos.

4. A decisdo para participar ou ndo da pesquisa € livre. Isto ndo
implicara em quaisquer prejuizos pessoais ou no atendimento de
seu filho (a). Além disto, em qualquer momento, ou por qualquer
motivo, o participante é livre para desistir de participar da pesquisa.
5. E garantido sigilo absoluto e privacidade referente as
informagGes do participante e/ou responsavel. Somente as pessoas
diretamente relacionadas a pesquisa terdo acesso aos dados e todas
as informacdes serdo mantidas em sigilo e somente serdo utilizados
para este estudo.

6. Fica claro que, o participante ndo arcara com qualquer
investimento financeiro que estiver relacionado com a realizagao da
pesquisa.

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

Declaracao de consentimento

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

Fui devidamente esclarecido pelas pesquisadoras Maiara
Brusco de Freitas e Camila Tomio sobre a pesquisa e 0s
procedimentos nela envolvidos. Foi-me garantido que posso retirar
meu consentimento, sem que isto acarrete em qualquer prejuizo.
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Floriandpolis, /[

Assinatura do participante

Assinatura da pesquisadora

Declaracdo de assentimento de participa¢do do sujeito

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

Floriandpolis, /[ /

Assinatura do responsavel

Assinatura da pesquisadora

Telefone para contato:

DECLARAGCAO DO PESQUISADOR RESPONSAVEL

Eu, Maiara Brusco de Freitas, portadora do CPF:
06049909954, residente na cidade de Floriandpolis e Camila
Tomio, portadora do CPF: 05651755993, residente na cidade de
S8o José-SC, comprometemos em ressarcir/indenizar qualquer
dano causado ao participante decorrente da pesquisa mencionada
neste documento.

Assinatura da pesquisadora:
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APENDICE B: Termo de Assentimento de Participacéo do
Sujeito

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE y
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado para participar do estudo: Efeito da
suplementacdo com um simbidtico sobre marcadores da resposta
inflamatdria de criancas e adolescentes com fibrose cistica

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

1. O objetivo é caracterizar a microbiota intestinal e associar com
marcador inflamatério intestinal (calprotectina), de criangas e
adolescentes com e sem o diagndstico de Fibrose Cistica (FC).
2. Minha é muito importante, porque permitird caracterizar a
microbiota intestinal e associar com 0s marcadores
inflamatdrios intestinais, e avaliar se existe ou ndo relagdo com
0 estado nutricional. O pesquisador ird examinar e utilizar dados
do prontuario, avaliar o estado nutricional e analisar exames de
fezes.
3. Tenho conhecimento que ndo havera coleta de sangue, e 0s
riscos da pesquisa serdo minimos ou até nulos, podendo haver
apenas algum desconforto para realizacdo da antropometria:
¢) Os dados antropométricos como peso, altura, perimetro
cefalico e perimetro toracico sera realizado pelo
pesquisador. Tais medidas podem gerar algum desconforto
durante a coleta, se necessitar de uma pausa ou
interrupcdo, o participante tem toda a liberdade para fazé-
la.

d) A coleta da amostra de fezes sera realizada no dia da
consulta, conforme rotina ja estabelecida pelo hospital com
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material apropriado fornecido pelo pesquisador. Com essa
amostra de fezes sera realizada a avaliacdo de marcadores
inflamatdrios intestinais e caracterizagdo da microbiota
intestinal, ndo sendo necessdrios desta forma,
procedimentos invasivos.
4. Sou livre para participar ou ndo da pesquisa. Isto ndo implicara
em quaisquer prejuizos pessoais ou no atendimento. Além disto, em
gualquer momento, ou por qualquer motivo, posso desistir de
participar da pesquisa.
5. Estou ciente de que meu nome ndo sera divulgado e que somente
as pessoas diretamente relacionadas a pesquisa terdo acesso aos
dados e todas as informagfes serdo mantidas em sigilo e somente
serdo utilizados para este estudo.
6. Entendi que ndo precisarei arcar com qualquer investimento
financeiro que estiver relacionado com a realizacdo da pesquisa.

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



mailto:maiarabrusco@gmail.com
mailto:emilia.moreira@ufsc.br
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APENDICE C: Nota de imprensa

Trata-se dos resultados da dissertagdo de mestrado
intitulada “Relagdo entre a mutagdo Af508 e os microrganismos
Eubacterium rectale, Faecalibacterium prausnitzii e Pseudomonas
aeruginosa com o marcador inflamatério intestinal calprotectina
em criangas e adolescentes com fibrose cistica” do Programa de
Pds-graduacdo em Nutricdo (PPGN) da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), elaborada pela mestranda Camila
Tomio, sob orientacdo da docente Dra. Emilia Addison Machado
Moreira.

A FC é uma doenca de origem genética, resultante de
mutagBes no gene Cystic Transmembrane Regulator (CFTR). A
mutagdo mais prevalente é chamada de F508del, DF508 ou AF508.
Os pacientes com FC apresentam baixa expressdao ou
funcionalidade da proteina CFTR na membrana apical das células
epiteliais, o que afeta o transporte de fluidos e eletrolitos e
consequentemente pode levar & producdo de um muco desidratado
e viscoso. A doenca se manifesta em varios 6rgaos, como as vias
aéreas superiores e inferiores, pancreas, sistema reprodutivo e
intestino.

O presente estudo avaliou a relagdo entre o0s
microrganismos E. rectale, F. prausnitzii e P. aeruginosa com a
presenca da mutacdo DF508 e a resposta inflamatdria intestinal
medida pela calprotectina fecal (CLP) em criangas e adolescentes
com fibrose cistica (FC). A populacio do estudo foi selecionada de
uma amostra de conveniéncia ndo probabilistica de 120 criancas e
adolescentes de 0 a 15 anos composta pelos pacientes com fibrose
cistica e controles (sem fibrose cistica) atendidos no ambulatério da
fibrose cistica e/ou no ambulatério de puericultura do Hospital
Infantil Joana de Gusmao (HIJG) na cidade de Florian6polis —
Santa Catarina.

Foi avaliado o estado nutricional (IMC/I, P/l e E/),
microbiota intestinal, a inflamagdo intestinal (dosagem de
calprotectina fecal) e a presenga da mutacdo DF508. A
quantificacdo dos microrganismos intestinais E. rectale, F.
prausnitzii e P. aeruginosa foi realizada pela técnica de
hibridizagao fluorescente in situ.

Os microrganismos E. rectale e F. prausnitzii estdo
diminuidos na populacdo com FC, a importancia desses
microrganismos se da pelo fato que os mesmos sdo importantes
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para a manutencao da integridade e salde intestinal. A bactéria P.
aeruginosa esta aumentada na populacdo com FC principalmente
naqueles que possuem a mutacdo DF508 homozigoto, e estd
relacionada com disbiose e a inflamag&o intestinal.

Os resultados desse estudo mostraram que pacientes com
FC tém a microbiota intestinal diferente tanto na composicdo de
microrganismos, como na concentragdo de CLP fecal em relacdo a
pacientes que ndo apresentam a doenca. Esses resultados estdo de
acordo com os achados na literatura. Dessa forma, destaca-se a
importancia de futuros estudos, que avaliem esses efeitos para
atenuar 0s danos pulmonares e gastrointestinais e,
consequentemente manter o estado nutricional.

Dissertacdo de mestrado - Programa de Pds-Graduagdo em
Nutrigdo - Universidade Federal de Santa Catarina. Mestranda
Camila Tomio - Orientadora: Dra. Emilia Addison Machado
Moreira. Financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), processo n° 471197/2013-0.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica Hospital infantil
Joana de Gusmao

Hospital Infantil Joana de Gusmao

Comité de Etica em Pesquisa

PARECER 018/2015 |

NOME DO PROJETO: Efeito da suplementacdo com um simbidtico sobre marcadores da resposta

inflamataria de criangas e adolescentes com fibrose cistica.

PESQUISADORA E ORIENTADORA: Emilia Addison Machado Moreira

DEMAIS PESQUISADORES: Yara Maria Franco Moreno, Ténia Silvia Fréde, Maiara Brusco de
Freitas, Leticia Cristina Radin Pereira, Eliana Barbosa, Norberto Ludwig Neto, Camila Tomio.
INSTITUIGAO RESPONSAVEL: HIUG

DATA DO PARECER: 06.09.2012 REGISTRO NO CEP: 022/2012

GRUPO E AREA TEMATICA: Ill - 4.05

O presente Parecer Consubstanciado refere-se a analise de proposta de Emenda ao Projeto Original
cadastrade no CEP-HIJG sob nimero 022/2012, com titulo acima referido, e aprovado em 06/09/2012
(Parecer 029/2012)

SUMARIO DO PROJETO

O objetive do estudo & avaliar o efeito da suplementagdo com simbiético sobre os marcadores da
resposta inflamatéria (IL-1B, IL-8, IL-10, IL-17A, TGF-B, TNF-a e INF-y) de criangas e adolescentes
com fibrose cistica. Trata-se de um ensaio clinico prospectivo, randomizado, controlado por placebo
A amostra sera constituida por 50 criangas e adolescentes, de ambos os sexos, com diagnéstico de
FC, distribuidos em dois grupos: grupo suplementado com simbiético (GS-Simbiético) e o grupo
suplementado com maltodextrina (GS-Placebo). A suplementago oferecida de simbidtico e
maltodextrina sera de 6 gramas cada pelo periodo de 90 dias. A resposta inflamatéria serd avaliada
pelos marcadores IL-1B, IL-8 e TGF- utilizando o ensaio de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) e IL-2, IL-4, IL-10, IL-17A, TNF-a e INF-y por citometria de fluxo. Sera realizada uma avaliagéo
clinica (fungéo pulmonar, numero de episodios infecciosos e habito intestinal) e nutricional por meio da
antropometria de acordo com a World Health Organization (WHO) (1995). Também seréo retirados

dados do prontuario dos pacientes. Tero acesso a estas informagdes somente os pesguisadores. Os

CEP- HIIG - Rua Rui Barbosa, 152
Bairro Agrondmica, Florianopolis, 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



132

pacientes ndo serdo identificados, participando da pesquisa somente aqueles que aceitarem e
assinarem o TCLE.

JUSTIFICATIVA

A principal causa da les&o pulmonar na FC é a inflamagéo persistente, & essencial o entendimento da
resposta inflamatéria nesta doenga. Alguns estudos tém mostrade alguns efeitos da utilizagéo de
probidticos em pacientes com FC, como a diminuigio de alguns marcadores inflamatérios, redugéo
da exacerbacdo pulmonar e melhora da fungéo intestinal, Este estudo visa investigar o efeito da
suplementagdo com simbidtico sobre os marcadores da resposta inflamatéria (IL-18, IL-8, IL-10, IL-
17A, TGF-B, TNF-a e INF-y) no sangue periférico de criangas e adolescentes com fibrose cistica pré e
pés-suplementacio. Acredita-se que a suplementagao possa desempenhar possivel acdo adjuvante
no processo terapéutico global.

PROPOSITOS DA EMENDA E ANALISE

1. Inclusdo de pesquisador: solicitagdo da inclus8o da Nutricionista e Aluna Especial do programa de
Pés—graduac&o em Nutrigdo Camila Tomio
ANALISE: Solicitagio aceita.

2. Extens&o do prazo de coleta de dados até dezembro de 2016.
ANALISE: Solicitagdo aceita.

3. Solicitagao de novas avaliagdes: solicitaglo da incluséo ao protocolo de estudo original da incluséo
da coleta de fezes para realizagéo de analises de calprotectina fecal e hibridizagéo fluorescente in situ
(FISH). O objetivo das anélises & avaliar inflamagdes intestinais e caracterizar a microbiota intestinal.
[..] Os participantes que entrarem no estudo, mas nZo suplementares com o simbiético ou a
maltodextrina nao fardo coleta de sangue, apenas serdo coletadas amostras de fezes.

ANALISE: Solicitagdo aceita.

4. Solicitagdo da ampliagdo da faixa etaria dos participantes - antes de 6 a 15 anos para: recém-
nascidos até 15 anos. Nos menores de 6 anos serdo coletadas apenas amostras de fezes e dados
antropomeétricos.

ANALISE: Solicitagdo aceita.

CEP- HIUG - 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 e
renovado em 14 de fevereiro de 2008.

e-mail: cephijgl@saude.sc.gov.br
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5. Solicitacao de inclusao de pacientes sem Fibrose Cistica (FC): criangas e adolescentes saudaveis
(recém-nascidos até 15 anos de idade) irm&os dos pacientes com FC atendidos no ambulatorio da
fibrose E PACIENTES DA PUERICULTURA. Desses pacientes serdo coletadas amostras de fezes
que serfo utilizadas para anglises de calpropectina fecal FISH & dados antropométricos.

ANALISE: Solicitagéo aceita.

6. Nota-se no disposto no Projeto de Emenda, datado de agosto de 2012:

8.1 Na pagina 15, que os marcadores inflamatérios e a composigéo da microbiota intestinal serao
analisados na UFSC e na UNIVERSITY OF NAPLE FEDERICO [l (NAPOLES, ITALIA) [...]

ANALISE: Solicitagio aceita.

6.2 Na pagina 18, que "o sangue venoso sera coletado dos pacientes selecionados apos concordancia
com os critérios do estudo e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido e que fizerem a
suplementacéo”.

ANALISE: Solicitagdo aceita.

6.3 Na pagina 19, que “as amostras fecais serdo coletadas em frascos apropriados no laboratério do '
HUG[..]"
ANALISE: Solicitagdo aceita.

PARECER FINAL APROVADO

- Informamos que o presente parecer foi analisado e aprovado em reunido deste comité, na data
de 15/10/15.

JUCELIA MARIA GUEDERT
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisas - HIJG.

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 e
renovado em 14 de fevereiro de 2008.
e-mail: ¢cephija@saude.sc.gov.br



134

ANEXO B — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Santa Catarina.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £~ Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Efeito da suplementagdo com um simbiético sobre os marcadores da resposta
inflamatoéria de criangas e adolescentes com fibrose cistica

Pesquisador: Emilia Addison Machado Moreira

Area Temitica:

Versdo: 6

CAAE: 48959715.2.1001.0121

Instituigao Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.890.133

Apresentagao do Projeto:

Estudo que pretende avaliar a suplementagdo com simbidtico versus maltoxetina em 68 pacientes com
fibrose cistica. Emenda referente a realizagdo de identificagdo da flora intestinal por uma pesquisadora em
um laboratério italiano, utilizando sondas genéticas.

Objetivo da Pesquisa:

Segundo os autores: :

Awvaliar o efeito da suplementagdo com simbidtico sobre os marcadores da resposta inflamatéria (IL-1, IL-8,
IL-10, IL-17A, TGF-, TNF- e INF-) de criangas e adolescentes com fibrose cistica.

Avaliagido dos Riscos e Beneficios:

Adequado, incluindo "As andlises bioguimicas causam rapido desconforto ou dor, dependendo da
sensibilidade do paciente, no momento da coleta, quando se introduz a agulha.”

Comentérios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pode contribuir para o conhecimento generalizavel sobre o tema.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Adequados

Recomendagbes:

Enderego: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria Il, R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: 88.040-400
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-5094 E-mail: cep propesq@contato.ufsc.br

Pagna 01 de 08
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC asil

Continuagéo do Parecer: 1.800.133

Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Pela aprovacao.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas|PB_INFORMAGOES_BASICAS_832671| 10/01/2017 Aceito
do Projeto E1.pdf 17:10:29
Folha de Rosto folha_rosto.pdf 10/01/2017 | Emilia Addison Aceito
12:41:06 | Machado Moreira

Projeto Detalhado / | projeto.doc 30/11/2016 |Emilia Addison Aceito

Brochura 14:16:57 | Machado Moreira

Investigadaor

Qutros Emenda.pdf 30/11/2016 |Emilia Addison Aceito
14:14:21 | Machado Moreira

TCLE/ Termos de | tcle_bio.pdf 30/11/2016 |Emilia Addison Aceito

Assentimento / 14:12:32 | Machado Moreira

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termos de | tale_bio.pdf 30/11/2016 |Emilia Addison Aceito

Assentimento / 14:12:07 | Machado Moreira

Justificativa de

Auséncia

Parecer Anterior parecer_hijg.pdf 30/11/2016 | Emilia Addison Aceito
14:10:36 | Machado Moreira

Declaragdo de declaracao_instituicoes.pdf 30/11/2016 |Emilia Addison Aceito

Manuseio Material 14:09:51 | Machado Moreira

Biologico /

Biorepositdrio /

Biobanco

Declaragdo de declaracao_biorrepositorio.pdf 30/11/2016 |Emilia Addison Aceito

Instituicdo e 14:09:05 |Machado Moreira

Infraestrutura

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nao

Enderego: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria |l, R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401

Bairro: Trindade

CEP: 88040400

UF: 5C Municipio: FLORIANOPOLIS

Telefone: (48)3721-6084

E-mail: cep propesq@contato.ufsc.br

Pagna 02 de 08
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE = Plataforma
SANTA CATARINA-UFSC ¥ §rasil

Continuag&o do Parecer: 1.890.133

FLORIANOPOLIS, 13 de Janeiro de 2017

Assinado por:
Yimar Correa Neto
(Coordenador)

Enderego: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria Il, R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: 88.040-400
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-6094 E-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br

Pagna 03 de 03
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ANEXO C - Termo de concesséo e aceitagdo de apoio
financeiro a projeto— CNPq.

6021429539246195

TERMO DE ACEITAGAO DE APOIO FINANCEIRO .
APROPOSTA DE NATUREZA CIENTIFICA, TECNOLOGICA E/OU DE INOVACAO

Processo: 471197/2013-0
Titulo do Projeto: Resposta inflamatéria das criangas e adolescentes com fibrose cistica suplementadas com simbidtico.
Instituigao de Vinculo: Universidade Federal de Santa Catarina/UFSC-SC
CNPJ: 83899526000182

ituicao de géo: Universi Federal de Santa Catarina
CNPJ: 83839526000182
Chamada: Universal 14/2013 - Faixa B - até R$ 60.000,00
Eu, Emilia Addison Machado Moreira , 983.128.808-44, declaro C e atender i as exigéncias N° CPF
(ou PASSAPORTE, se iro) da Cl acima i e as Condk Gerais para Apoio Financeiro que regem a
concessao dos recursos especificados abaixo:

AUXILIO FINANCEIRO
Custeio: R$ 41.414,00

Capital: R$ 2.920,00

Valor Global: R$ 44.334,00

Tenho ciéncia:

a) de que o prazo para utiizag&o dos recursos financeiros comega a vigorar a partir da data da assinatura deste Termo de Aceitagdo,
pelo periodo constante na Chamada correspondente; e

b) das disposigoes legais e pr para a adequada de e a correta pi ¢&o de contas
(Manual de Utilizag&o de Recursos Financeiros e Prestagao de Contas).

1. DACONCESSAO:
1.1. Ao aceitar o apoio financeiro, o BENEFICIARIO declara formalmente:
a) dedicar-se as atividades pertinentes a proposta aprovada;

b) observar o disposto 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, no que
couber, bem como os demais instrumentos legais pertinentes;

¢) conhecer o Protocolo de Cooperagao Técnica firnado entre a instituigao de execugéo do projeto/plano de trabalho e o CNPq,
publicado no Diério Oficial da Unido;

d) conhecer e cumprir as exigéncias da Chamada a qual a proposta esta relacionada, como também as normas do CNPq, ora em
validade, relativas a modalidade de apoio financeiro aprovado, ciente que a eventual mudanga dessas normas néo afeta, altera ou
incide sobre o presente documento, exceto quando proposta pelo CNPq e formalmente aceita pelo BENEFICIARIO;

&) possuir anuéncia formal da instituig@o de execugéo do projeto/plano de trabalho, seja sob a forma de vinculo empregaticio ou
2 5 gl 4 \

funcional ou, na auséncia deste, sob a forma de Ga na
pagina do CNPq na Intemet;
f) dispor das autorizagges legais cabiveis de instituigdes como Instituto Brasileiro de Meio Ambiente - IBAMA, Fundagéo do Nacional

do Indio - FUNAI, Comité de Etica na Pesquisa - CEP, Comiss3o Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, das Comissdes de Etica
em pesquisa com animais, Comiss3o Nacional de Energia Nuclear - CNEN e outras, no caso em que a natureza do projeto, as

Pagina 1de 4
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exigir;

g) manter os documentos referidos nas alineas "e" e "f" em seu poder até cinco anos apds a aprovagéo final das contas do CNPq
pelo Tribunal de Contas da Unifio, ndio sendo necessaria sua remessa ao CNPg;

h) fer cigncia de qus esta declaragic & feita sob pena da incidéncia nos artiges . =1r ioschrea
falsificacio de documento publico e falsidade ideologica, respectivamente; e

i} estar ciente que o prazo para ulilizagao dos recurses financeiros comega a vigorar a partir da data da assinatura do Termo de:
Acsitaco, pelo periodo constants na Chamada comrespondente, devendo ser aplicados exclusivamente para a proposta aprovada.
1.2. O BENEFICIARIO compromele-se, ainda, a:

a) responsabilizar-se pela adequada implementagio e aplicagie dos recurses financeiros aprovados, alendendo aos aspectos
nomativos definidos para a(s) modalidade(s} concedida(s), podendo estar previsto apenas recursos de capital e custeio, como
também recursos para bolsas;

b) utilizar os recursos financeiros em acordo com os critérios e procedimentos estabelecidos no Manual de Utilizag&o de Recursos
Financeiros e Prestagéo de Contas ;

¢) assumir todas as obrigages legais decorrentes de contratacdes eventuals necessérias & consecugo do objeto, néo tendo lais
contratagdes qualquer vinculo com o CNPg;

d) apresentar, nos prazos que Ihe forem determinados, informagdes ou documentos referentes tanto ao desenvolvimento quanto &
conclusdo do projeto ou plano de trabalho aprovado;

) se necessarias, propor alteragoes ao projeto/planc de trabalho, sujeitas & prévia andlise e autorizagdo do CNPg, e de entidade co-
financiadora quando for o caso, desde que ndo se altere o objeto do projeto/plano de trabalho, e nao implique remanejamento de
despesas entre rubricas (capital para custeio e vice-versa);

1) permitir e facilitar a0 CNPq 0 acesso acs locais de execugo do projeta/plano de trabalho, o exame da documentagao produzida e
& vistoria dos bens adquinidos;

g) apresentar o relatorio técnico final das atividades desenvolvidas em até 60 (sessenta) dias apos o término da vigéncia do
projetaplano de frabalho, via Plataforma Carlos Chagas;

h) apresentar a prestacdo de contas financeira em até 60 (sessenta) dias apos o término da vigéncia do projeto/plano de trabalho,
em conformidade com o disposto no Manual de Utilizagdo de Recursos Financeiros e Prestag&o de Contas, via Plataforma Carlos

Chagas; e

i) se necessario, solicitar prorrogag&o de prazo de execugao do projeto/plano de trabalho, via Plataforma Carlos Chagas, no prazo
minimo de 30 (trinta) dias antes do término da vigéncia.

1.3. E vedado

a) utilizar o recurso financeiro para fins distintos dos aprovados originalmente na proposta, sendo permitidas despesas
exclusivamente com itens financiaveis estabelecidos nas normas de bolsas e auxilios individuais do CNPq, convénios efou
Chamadas;

b} transferir a terceiros as obrigagtes assumidas sem prévia autorizag&o do CNPg;

c) execular despesas em data anterior  vigéncia do beneficio; e

d) efetuar pagamento em data posterior & vigéncia do beneficio, salvo se expressamente autorizado pela autoridade competente do
CNPq e desde que o fato gerador da despssa tenha ecorrido durante a vigéneia do Termo de Acsitag3o. Despesas realizadas fora do
prazo de aplicagio dos recursos serfo glosadas.

2. DAGUARDAE DOAGAD DOS BENS

2.1. O BENEFICIRIO e a instituigéo de execucdo do projeto responderdo pela manutencao do bem em perfeito estada de
conservagdo e funcionamento.

2.2. Em caso de roubo, furio ou outro sinistro envolvendo o bem, o BENEFICIARIO ou a insfituicio de execugdio do projeto, apés a
adogdo das medidas cabiveis, devera comunicar imediatamente o fato ao CNPq, por escrito, juntamente com a justificativa e a prova
de suas causas, anexanda copia autenticada da Ocorréncia Policial, se for o caso.

2.3. E vedada a transferéncia dos bens para outro local ou estabelecimento, sem prévia e expressa autorizagdo do CNPq. Todas as
despesas decorentes da transferéncia dos bens e os eventuais danos causados correr&o por conta e risco do BENEFICIARIO e da
instituigdo de execucéo do projeto.

2.4, Adoag@o dos bens palrimoniais adquiridos com apoio financeiro do CNPg devera ser efetuada conforme estabelecido em norma
especifica e com o disposto no Protacolo de Cooperagao Técnica.

3, DAPROPRIEDADE INTELECTUAL / CRIAGAO PROTEGIDA
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do projetolplanc de trabalho, o ressarcirdo das despesas que em decorréncia realizar, atualizadas monetariaments.

6.5. O processa samente serd encermado apds as aprovagdes do relatdrio técnico final e da prestagao de contas e desde que
cumpridas todas as condigdes previstas neste instrumento e nas normas aplicavels.

6.6. O descumprimento de qualquer condiéo constanie desfe instrumenio e a inobservancia de disposifivos iegais apiicaveis
implicar4 o encerramento imediato do apoio financeiro aprovado e obrigara o BENEFICIARIO a ressarcir integralmente o CNPq de
lodas as despesas realizadas, atualizadas nos termos da legislago, sem prejuizo da aplicagéo de penalidades cabiveis.

6.6.1. Arecusa ou omisso do BENEFICIARIO, quanto ao ressarcimento de que trata este item, ensefard a consequente abertura de
lotnada de contas especial e a decorrente inscrigio do BENEFICIARIO e do débilo no Cadastro ds inadimpiéneia instituciona -
CADIN & do Tesouro Nacional.

6.7. 0 BENEFICIARIO reconhece que a0 CNPq compete exercer a autoridade normativa de controle e fiscalizagdo sobre a execugio
do projeto/plana de trabalho, bem como assumir ou transferir a responsabilidade pela mesma, no caso da paralisagéo ou de fato
relevante que venha a ocarrer, de modo a svitar a descontinuidade das alividades.

1.ACEITE

Declaro ainda que i e aceitei integralments os temas daste documsnto, comprometendo-me a cumprilos fielmente, ndo podenda,
em nenhuma hipdtese, deles alegar desconhecimento.

Termo de aceftagdo registrado eletronicamente por meio da infemet junto ao CNPy, pefo agente receptor 10.0.2. 22(sn258 crpg br), mediante uso
de senha pessoal do Beneficiario em 02/12/2013, ongindrio do nimero IP 200.130.33.73(200.130.33.73) e nimero de controle
20467057 20467057 1122555111-1446400442.

Para visualizar este documento novamente ol o PDF assinadh digitalments, acesse: http//efomento.cnpq. briefomentotermo?
numeroAcesso=6021429539246195.
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ANEXO D - Escore de Shwachman-Kulczycki.

Quadro 3. Representagao do escore de Shwachman-Kulczycki para a classificagao de gravidade das manifestagoes clinicas
da fibrose cistica.

Graduagio Pontos  Atividade geral Exame fisico Nutrigio Achados radiologicos
= % : - Mantém peso e estatura
Atividade intega. Brinca, Normal. Nao tosse. FC e FR A -
Excelente (86-100) 25  jogabola vaidescola  normais. Pulmbes livres. Boa e e y PO e :
o e Fezes bem formadas. Boa limpos.
re9 pon- musculatura e tonus.
Irritabilidade € cansago  FC e FR normais em repouso. Peso e altura entre Pequena acentuagao da
Bom (71-85) 20 no fim do dia. Boa fre- Tosse rara. Puimoes livres. Pouco  percentis 15 e 20. Fezes trama vasobrénquica.
quéncia na escola. enfisema. discretamente alteradas. Enfisema discreto.
Necessita repousar Peso e altura acima do 32

Tosse ocasional, as vezes de

durante o dia. Cansago & percentil. Fezes anormais,  Enfisema de média
Médio (56-70) 15  ticl apbsexercicios.  Manha. FRlevementeaumen- o 4 adae Disten-  infensidade. Aumento da
TR PR tada. Médio enfisema. Discreto 3 % AR
Diminui a frequéncia a t l s e e sao abdominal. Hipotrofia  trama vasobronquica.
escola a muscular.
Dispneia apés Tosse frequente produtiva. Re- Peso e altura abaixo do 32  Moderado enfisema. Are-

pequenas caminhadas.  fragao toracica. Enfisema mode-  percentil. Fezes anormais.  as de atelectasia. Areas
Repouso em grande rado. Pode haver deformidade Volumosa diminuigao da de infecgdo discreta.
parte. do torax. Baqueteamento 2/3+. massa muscular. Bronquiectasia.

Tosse intensa. Pericdos de ta- Extensas alteracbes
quipneia e taquicardia e extensas Desnutrigao intensa. Dis- oot I'-
alteragbes pulmonares. Pode tensdo abdominal. Prolap- inf ate : ]
mostrar sinais de faléncia cardia-  so retal. bro“;:':' .”m”'
ca direta. Baqueteamento 3/4+. T,

Moderado (41-55) 10

Ortopneia. Confinado

Grave (40 ou menos) 5 iy
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ANEXO E — Curvas de crescimento da World Health
Organization (2006, 2007).
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ANEXO F: IMC/I para meninos de 0-5 anos e 5-19 anos.
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ANEXO G: IMC/I para meninas de 0-5 anos e 5-19 anos.
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ANEXO H: E/I para meninos de 0-5 anos e 5-19 anos
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ANEXO I: E/I para meninas de 0-5 anos e 5-19 anos.
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