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RESUMO

Introducdo: Pacientes com Fibrose Cistica (FC) sdo susceptivei
inflamacéo e estresse oxidativo (EO), apresenténedgiente obstrucdo
das vias aéreas e infec¢Bes bacterianas, com cowfimento das
defesas antioxidantes e exacerbacéo da produggepdeies reativas de
oxigénio. Objetivo: Avaliar biomarcadores inflamatoérios e de estresse
oxidativo, e associa-los com o estado clinico tencas e adolescentes
com FC.Método: Estudo clinico controlado em 55 portadores de FC
(GFC), idade mediana de 5,62 anos (interquar@R R,25-7,83), e 14
individuos sem FC (grupo controle - GC), median88@3 anos (IQR
2,25-7,83) submetidos as andlises sanguineas doadnaes glutationa
reduzida (GSH), glutationa peroxidase (GPx), catal&AT), proteina
carbonilada (PC), substancias reagentes ao acidbartiitirico
(TBARS), atividade da enzima mieloperoxidase (MR@gtabdlitos do
oxido nitrico (NOx), proteina C reativa (PCR), ectbdologia para
bactérias patogénicas associadas a FC. O estadciamatl (EN) foi
avaliado por meio dos indices de peso, estaturassancorpérea para
idade (P/l, E/l e IMC/l) em escore-Z, massa magm @uilos e
percentual de gordura corporadResultados: O estado nutricional
prevalente foi eutrofia sem diferencga entre os @gsupscores-Z médios:
P/l= -0,2140,25 e de -0,34+0,21, E/I= -0,69+0,44-0e51+0,23, e
IMC/I= 0,78t0,34 e -0,280,20, respectivamente para GC e GFC. O
Escore de Schwaschmann foi classificado como eaxeglenediana
igual a 90 % (IQR 85-100). A principal bactériaqugnica presente foi
aS. aureug34,54%), seguida peR. aeruginosg30,9%). No GFC em
relacdo ao GC, observou-se niveis aumentados deREBE=0,031),
PC (©=0,031) e MPO@=0,001), e niveis diminuidos da GSp+(,001).
Em pacientes com cultura positiva p&.aaeruginosdoram detectados
maiores niveis de PQ£0,002), NOx §=0,023), e PCRpE0,017).
Concluséao: Considerando os aumentos referidos no TBARS, PC e
MPO, e a diminuicdo nos niveis de GSH, é sugeritioquadro de
estresse oxidativo (EO) sistémico nos pacientes €@n porém,



aparentemente a presenca de infeccdo nao impllwem, como os
periodos de infeccdo bacteriana ndo foram detent@sa no
estabelecimento e/ou exacerbacgéo do EO.

Palavras chave:Fibrose Cistica. Biomarcadores. Inflamagéo. Estres
Oxidativo. Antioxidantes. Criancas. Adolescentes.
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ABSTRACT

Introduction: Patients with Cystic Fibrosis (CF) are susceptitde
inflammation and oxidative stress (0OS), with fregfueairway
obstruction and bacterial infections, with decreamsetioxidant defenses
and exacerbation of reactive oxygen spedigisiective: Evaluate the
inflammatory biomarkers and OS, and associate twémthe clinical
status of children and adolescents with Qfethods: Controlled
clinical trial in 55 CF patients (FCG), median anfe5.62 years (IQR
2.25 to 7.83) and 14 subjects without CF (controug - CG), median
age of 3.83 years (interquartile - IQR 2.25 to Y.8@re analysed for
markers of oxidative stress such as reduced giatah (GSH),
glutathione peroxidase (GPx), catalase (CAT) antivigc of the
myeloperoxidase enzyme (MPO), carbonyl protein (GRipbarbituric
acid reactive substances (TBARS), nitric oxide toelites (NOx), C-
reactive protein (CRP), and bacteriology of patmigebacteria
associated to CF. Nutritional status (NS) was nreashy the indices of
weight, stature and body mass index for age (W/A,&d BMI/A) by
the Z-score, lean body mass in kilograms and pé&xgenof body fat.
Results: Prevalent NS eutrophic had no difference betweeus,
mean Z-scores: W/A= -0.21+0.25 and -034+0.21, S{A69+0.44 and -
0.51+0.23 and BMI/A= 0.780.34 and -0.280.20, respectively for CG
and CFG. The Schwaschmann’'s score was classifie@xasllent,
median value 90% (IQR 85-100). The main pathogkaaterium was.
aureus(34.54%), followed byP. aeruginosg30.9%). In CFG compared
to CG, there were increased levels of TBARS (p=D,08P (p=0.031)
and MPO activity (p=0.001) and decreased level&8H (p=0.001).
The patient with positive culture fét. aeruginosalemonstrated higher
levels of CP (p=0.002), NOx (p=0.023) and CRP (pz0).
Conclusion: Considering the increase referred in TBARS, PC and
MPO, and the decrease in GSH, there is a suggasteWwork for
oxidative stress (OS) in patients with systemic G, apparently the
presence of infection doesn't influenced, as welpariods of bacterial



infection weren't decisive on establishment and ésacerbation of
the OS.

Keywords: Cystic Fibrosis. Biomarkers. Inflammation. Oxidati
Stress. Antioxidants. Children. Adolescents.
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1 INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC), doenca metabdlica tambénouhnada
Mucoviscidose, foi caracterizada em 1938 pela ns®m@bo de gordura
e proteinas, esteatorréia, déficit no crescimentofexcdo pulmonar.
Posteriormente, em 1946, foi reconhecida como seheloorigem
genética, transmitida de forma autossémica rece$bikVIS, 2006).

A doenca é causada por um defeito no gene codificdel uma
proteina do canal de cloro, conhecida com@ystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulaf@FTR), que é expressa nho
epitélio de varios 6rgdos, incluindo os pulmdesncpdas, trato
gastrointestinal, trato reprodutivo, e pele, assomo a mucosa nasal
(RIBEIRO, 2002; COELHO et al., 2007; CHEUNG; DEBE®RS).

Nos pacientes com FC, a obstrucao das vias aécea® alevido
ao muco espesso produzido, o que possibilita agéfg principalmente
por Pseudomona aeruginosabactéria responsavel por infeccbes
pulmonares recorrentes (WOOD; GIBSON; GARG, 200AVI5,
2006) contribuindo para a disfuncdo respiratéri® (®HER, 2007;
LEAL et al., 2008).

As principais manifestacdes clinicas sdao o aumed&
concentracéo de cloro e sodio no suor, insuficéépancreética, Doenca
Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) supurativa pgegiva. Observa-
se que a doenca respiratéria é caracterizada podpse de exacerbacgéo
pulmonar, sendo esta a principal responsavel péefangicdo na
sobrevida e aumento da frequéncia das internacéstesd pacientes
(AMIN; RATJEN, 2008; CHAVES et al., 2009, ABOTT at, 2009). A
desnutricdo secundaria afeta a fungéo pulmonarvemgue a perda de
peso pode levar a reducdo da massa magra, comgiéns@éas nos
musculos respiratdrios e na elasticidade pulmoB&NTUR et al.,
1996), além do aumento do gasto energético, askoai®aixa ingestao
dietética devido a anorexia e vomitos (CREVELINGlet1997).

Evidéncias sugerem que o estresse oxidativo (Eadjsado por
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERERHNS), representa
um papel importante na progressdo da FC (VASCONCEIED al.,
2007; LIU, 2010). Nesses pacientes, ocorre um ddfaip nas
concentracdes pulmonares e alveolares de oxidantstioxidantes,
assim como inflamacao crénica, que resultam em da®ulares
(JUNGAS, 2002; KOWALTOWSKI et al., 2009).

Durante o processo inflamatério, os mecanismodefesa do
pulmdo podem tornar-se insuficientes, tornando-dneravel, e
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evoluindo para uma disfuncdo progressiva do 6rda#NG et al.,
2002), devido a elevada producdo de EROs e ERNss@a radicais
livres cuJo elétron desemparelhado encontra-seacenhos atomos de
oxigénio ou nitrogénio (VISIOLI; KEANEY; HALLIWELL, 2000).
Associado a este fato, o desencadeamento do EOcpatiéuir para a
exacerbacdo da FC (BROWN; KELLY, 1994a; van DERE/TL,1997),

e pode se manifestar pelo aumento da oxidacaoigaatélipidica no
plasma (BROWN; KELLY, 1994b; BROWN et al., 1996;
DOMINGUEZ, 1998) e nas secrec¢des das vias aéraadiER VLIET;
CROSS, 2000).

Estudos mostram o papel do EO na regulacdo dadueg
expressdo da CFTR (KREINDLER et al.,2005; SADIKQTak, 2005;
CANTIN et al., 2006; QU et al., 2008; SCHWARZERatt 2008). A
piocianina, um composto secretado pela bactéfa aeruginosa
(SADIKOT et al.,, 2005; SCHWARZER et al.,, 2008), beromo a
fumaca de cigarro (KREINDLER et al., 2005), e aasipao ao 0zbnio
(QU et al, 2008), sdo capazes de inibira secregéaloreto no
epitélio brénquico humano, sugerindo que os ox&mpbdem modular
a funcdo da CFTR .

Cantin et al. (2006) observaram que o EO supriregpaessao
do RNA mensageiro na proteina CFTR. Recentementdefoonstrada
uma sequéncia de eventos moleculares que reguldbigiio
da expresséo da CFTR pelo EO, utilizando como rdarca regulador
de transcricdo Nrf2 (RENE; LOPEZ; CLAUSTRES, 2010).

A partir das consideracbes acima, avaliou-se nesteido,
marcadores do processo inflamatério e do estregdativo em criancas
e adolescentes portadores de FC.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 FIBROSE CISTICA

Caracterizada como doenca genética autossdmicasieze a
fibrose cistica (FC) é causada por mutacdes em nito Ugene,
localizado no brago longo do cromossomo 7, codificade uma
glicoproteina complexa, a reguladora de transpén&o, conhecida
como Cystic Fibrosis Transmembrane Condutance Regulé@éiTR).
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Localizada nas superficies apicais das célulasligist a CFTR integra
a familia dos "transportadores de membrana acoplaam ATP
(adenosina trifosfato)" (DEAN; RZHETSKY; ALLIKMETS2001).
Além disso, interfere no funcionamento de outrastginas de
membrana, como receptores acoplados a proteinaai@isciodnicos
(cloro, s6dio e potassio) e o canal permutadorlaeto e bicarbonato
(CITHCOy), alterando os processos de fluidificacdo e dcaljfio das
organelas celulares (COLLINS, 1992; CHEUNG; DEBEB)S).

Cada individuo herda um gene CFTR do pai e um da, ma
chamados de alelos CFTR (ANTUNES, 2008). A presetgadois
alelos com mutacbes no gene da FC provoca inatigidau
funcionamento parcial da CFTR, ocasionando redugdexcrecao do
cloro e aumento da eletro-negatividade intracelyesvocando hiper-
absorcdo de sédio para preservar o equilibrio ogjetmico e,
secundariamente, de 4gua para a célula por ac&icsnOcorre entéo,
desidratacdo da superficie celular, com consequeaenteento das
secre¢cbes mucosas e de sua viscosidade, favoreaeoldstrucdo dos
ductos, acompanhada de reacdo inflamatéria e mosfocesso de
fibrose, que acomete células do trato respiratogastrintestinal,
hepatobiliar e péancreas, e do sistema reproduttBEIRO, 2002;
DAVIS, 2006).

A literatura refere repercussbes multissistémicasmaioria
relacionada com o comprometimento da funcdo daslglas exdcrinas
que geram secrecdes espessas e pegajosas, caadeaterpor dano
pulmonar progressivo levando a falhas respiratoridsfuncéo
pancreética, doenca hepatica que pode progredirgraose, problemas
relacionados a motilidade intestinal, e elevaca®ld&dlitos no suor.
Praticamente todos os homens com FC s&o inféreidal a atresia ou
auséncia congénita bilateral dos ductos deferefRAMSEY;
FARREL; PENCHARZ, 1992; MERELLE, 2001; SCHILLER, 70).

Quando ocorre mutagdo somente em um alelo, o thaivié
chamado portador da FC, e existem mais de 1.508cies descritas,
responsaveis pela transmissédo da doenca. No entantodelecdo do
aminodcido fenilalanina na posicdo 508 esta preseem
aproximadamente 66% dos cromossomos dos pacieatesFE no
mundo todo, sendo esta a mutacdo mais freqliemtieeciola como delta
F508 (SINAASAPPEL et al., 2002; ANTUNES, 2008).

A triagem neonatal para FC é feita por meio da glmsade
imunotripsinogénio reativo (ITR), com a mesma amioste sangue
colhido no teste do pezinho para fenilcetonurigpotiieoidismo
congénito e anemia. A dosagem avalia a integriddalduncdo do
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pancreas, uma vez que O tripsinogénio € um precwtaoenzima
pancreatica, e sua concentracdo costuma estardelena sangue dos
recém-nascidos com FC. Isso ocorre mesmo nos oesles ainda ha
suficiéncia do péncreas, pois a obstru¢do dos icafed e ductos ja
ocorre no periodo intra-Gtero, levando a um refldas enzimas para a
circulagéo, com consequente aumento do tripsinog@ASTELLANI
et al.,, 2009; ZEMANICK, 2009). Estudos confirmamutilidade da
dosagem de ITR desde 1980, e atualmente sua efitéthorou devido
a outra abordagem, na qual, se o resultado deiyepsiom valores >70
ng/ dL, devera ser feita nova dosagem, e se esti ae apresentar
elevada, devera ser seguida por um teste de dosdggeietrolitos no
suor ou andlise de DNA para mutacbes no gene CHidRa
confirmacdo do diagndstico (CASTELLANI et al., 2009
BALASCAKOVA et al., 2009).

Caracterizada como a doenca hereditaria letal cpis afeta a
populacdo caucasiana, a incidéncia de FC variae eofr paises
(PLANELLS-CASES; JENTSCH, 2009). Foram encontradas
incidéncias variando entre 1: 2.000 e 1: 5.000 asianos nascidos
vivos na Europa, nos Estados Unidos e no Canadamaieres
incidéncias na Europa sdo encontradas nas llha&nigas (1: 2.000
nascidos vivos) e na Franca (1: 2.500 nascidosyi¥m outros grupos
étnicos a incidéncia é menos proeminente (em hisp&id: 8.000) e é
rara na populacéo nativa da Africa e Asia (1: SO)qRASKIN, 2001;
PLANELLS-CASES; JENTSCH, 2009). A incidéncia da g no Sul
e Sudeste do Brasil é de 1: 7.500 nascidos vivASKRN, 2001).

De acordo com &ystic Fibrosis Foundatiof2006), nos ultimos
30 anos houve aumento marcante na expectativaddedes portadores
de FC. Atualmente, a sobrevida de 80 a 90% do&p@s chega a ser
superior aos 20 anos de idade, aumentando-a nadanedh que é
realizado o diagnéstico precoce (CYSTIC FIBROSISUNDATION,
2006). No Brasil, a sobrevida média no periodo @€911989 era de
apenas 6,4 anos, saltando para 12,6 anos no pekoti®70-1994. Na
década de 1990-2000 observou-se uma mediana devitzbde 18,4
anos de idade ap6s o diagndstico (ALVAREZ et @042 ROSA et al.,
2008).

A incidéncia ndo pode ser estimada nesta populagd®yez que
nao ha estudos epidemiol6gicos ou de triagem naloaltangente que
permitam esta estimativa, pois menos de 10% do @oizal de casos
sdo diagnosticados (ROSA et al.,, 2008). Embora exdstam dados
fidedignos sobre a incidéncia/prevaléncia de FCBrewsil, de acordo
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com a portaria n°® 338 de 29 de junho de 2005, hdxmpadamente 2
mil portadores de FC no Pais com diagnéstico aoafiio e recebendo
tratamento.

A avaliacdo da gravidade da FC é feita utilizanel@®score de
Shwachman e Kulczycky (1958), um instrumento ctini@seado em
pontuagcbes dadas para as seguintes categoriddaddéivgeral, estado
nutricional, alteragcbes na propedéutica pulmorearhados radioldgicos.
Sua variacéo é de 20 a 100. Quanto mais baixo $euo/alor, maior é a
gravidade do caso.

As manifestacdes pulmonares séo a principal causaodbidade
e mortalidade em pacientes com FC. A CFTR estalizaca na
superficie apical das células epiteliais mucosas vikes aéreas e das
células serosas das glandulas submucosas (AMIN;JENT 2008). A
falta de atividade da CFTR conduz a uma diminuigdocsecrecéo de
cloreto, bem como hiper-absor¢cédo de sddio, ja que das funcdes
fisioldgicas do CFTR € inibir o canal de sodio el@l. Isso resulta num
esgotamento no volume do liquido da superficievites aéreas, sendo
este necessério para a fungéo ciliar normal, levandm colapso dos
cilios respiratorios, com consequiente prejuizalearancemucociliar e
retencdo de muco nas vias aéreas inferiores (SOBN;IE2007;
GELLER; RUBIN, 2009; RENNOLDS et al., 2010).

O muco é definido como um gel visco-elastico, adese
heterogéneo produzido pelas células caliciformes gléndulas
submucosas. Em pessoas saudaveis, age como ureg@dseprotetora
cujos principais componentes poliméricos sao afiqgaltes mucinas,
com predominio da MUC5AC e MUC5B.

O muco normal é importante para a hidratacdo desaéreas e
para capturar as bactérias e agentes irritantdados (GELLER;
RUBIN, 2009). A auséncia do liquido da superficis dias aéreas nos
fibrocisticos altera a composicdo do muco na carhadimal, tornando-
0 mais viscoso e aderente, formando uma camadarig@oaamento
para os microorganismos inalados que nao séo efa@e removidos
das vias aéreas. Com isso, ha predisposicdo ac@ufebacteriana
cronica e recorrentes exacerbagfes pulmonares mestientes, levando
ao aumento da obstrucdo das vias aéreas e eviifumia respiratoria
(Figura 1) (SOUTHERN, 2007; AMIN; RATJEN, 2008; GHER,;
RUBIN, 2009).
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Deteito no gene da CFTR

v

Defeito no transporte de ions

Redugiio no ligquide da superticie
das viaz aéreas

v

Deterto na lunpeza muco-ciliar

v

Cibgtrucio por muco

$

Intecgio Inflamacio

Figura 1 — Fisiopatologia da doenca pulmonar nasib cistica
Fonte: AMIN; RATJEN, 2008.

Sao diversos os patdégenos que podem infectar asagi@as na
fibrose cistica, alguns deles s&taphylococcus aureuslaemophilus
influenzae eMoraxella catarrhalis, nos pacientes mais jovens. O
desenvolvimento d®seudomona aeruginoga favorecido mais tarde,
geralmente na adolescéncia, devido ao ambiente rédmae das
secrecbes, as quais favorecem o desenvolvimentta destéria e
subseqiientes biofilmes, que a protegem contrafasagdeimunes e os
antibidticos, evoluindo para a cronicidade, car&dda pelo
aparecimento do fen6tipo mucoide (GELLER; RUBINO2D

Adicionalmente, outros microrganismos sdo encoofadas
secrecdes respiratorias, destacando-se: o CompRuxdholderia
cepacia (CBc), Stenotrophomonas maltophilia, Achomobacter
xylosoxidans, Burkholderia gladioli, Pandoraepp, Ralstoniaspp. e
Inquilinus limosus.Essas agressdes bacterianas ao tecido pulmonar sao
associadas a periodos de exacerbacdo, definiduisaatiente como
aumento dos sintomas respiratérios (tosse, volugw €lo escarro, ou
falta de ar) associados a uma queda na espirometniacomparacao
com os valores usuais para o paciente (ABBOTT gt2809). Um
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componente-chave para a saude do pulm&o nestesnfgscié o
constante depuramento do liquido de superficie (BdERN, 2007).

Protocolos clinicos consideram, dentre estas jpaiibactérias,
consideradas patogénicas para a FEseudomona aeruginosaomo
sendo a mais agressiva para os pacientes fibomsSGRASSME et al.,
2010). De modo geral, a infeccdo por estas bastépode ser
classificada da seguinte maneira, de acordo copededos e tipo do
microorganismo: Infecgcdo: Presenca de microorgarssmpatogénicos
para FC $taphylococcus aureus Pneudomonas aeruginosa
Burkholderia cepacigHaemophilus influenzae, Stenotrophomonas
maltophila, Aspergilus fumigatus, Acromobacter ggkidans e
micobactérias atipicas) em cultura de escapfo traquealbwab
de orofaringe. Primo-infeccdo: Primeira cultura sipea para
microorganismos patogénicos para FC. Infeccdo rnitente:
InfeccBes, por mesma bactéria patogénica, que afinjam a
frequéncia de trés episddios em seis mesescci@d Crbnica: trés
culturas positivas, com intervalo maior que umé&s entre elas, em
um periodo de seis meses, por mesma bactgigénica (REIS;
DAMACENO, 1998).

2.2 FIBROSE CISTICA E ESTADO NUTRICIONAL

Os pacientes portadores de FC apresentam estesiteciacdo
entre o aumento da taxa metabdlica basal e conseqle
desenvolvimento da desnutricdo, o que justifica agompanhamento
adequado da dieta (PENCHARZ; DURIE, 2000; POWERS. £2005).

A desnutricdo crbnica e os problemas de crescimemt®
pacientes com FC estdo associados ao déficit dinergé a alta
demanda energética (HENRICHFREISE et al., 2007YuaBbes
interdependentes, como comprometimento da funcatmopar,
anorexia e refluxo gastroesofagico que ocasionamitg8, insuficiéncia
pancreatica e complicacdes biliares e intestirsdis, responsaveis pelo
aumento das necessidades energéticas, ingestaouftimie aumento
das perdas atribuidas a inadequacéo nutricionalcoorsequente perda
da massa magra e depressdo da funcdo imunolégiEldCRARZ;
DURIE, 2000; WOOD; GIBSON; GARB, 2005).

Muitos pacientes fibrocisticos apresentam redugidehsidade
mineral 6ssea (MORTON, 2009), e estudos sugerem gque
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mineralizacdo deficiente do osso ocorre na IinfanGERMET-
GAUDELUS; SOUBERBIELLE; RUIZ, 2007; WOLFENDEN, 2008
DOUROS et al., 2008). A etiologia da baixa densidadheral 6ssea na
FC é uma complexa interacdo de fatores que incloeefeito da
mutacgdo da propria CFTR, o estado nutricionaluindo o baixo IMC,
deficiéncia das vitaminas D e K, baixa ingestaadleio, a severidade
da doenca, recorrentes infec¢gdes com niveis elsvdgaitocinas pro-
inflamatdrias circulantes, puberdade atrasada, goipadismo
secundario, diabetes melito relacionado a fibréstica (DMFC), baixa
atividade fisica, tratamento com corticosterbides: @utros
medicamentos que causam perda d&ssea, como acetato
medroxiprogesterona de depésito e de terapia insuposssora
(MORTON, 2009).

O pancreas normal secreta enzimas responsaveidigelstio
luminal de gorduras, proteinas e carboidratos (ByNDAVIDSON,
2008). A funcdo defeituosa da CFTR no péancreas riexddeva a
reducdo na secrecdo de suco pancreatico e bicémbooan obstrucdo
dos ductos por secregfes viscosas e pegajosas egudam em
insuficiéncia pancreatica (CHEN; INNIS, 2004; DAVIS2006;
STALLINGS et al., 2008), a qual acomete cerca di &®s pacientes
fibrocisticos (FIATES, 2001; INNIS; DAVIDSON, 20p@ leva a ma
absorcdo de macronutrientes, principalmente ligde@roteinas, bem
como das vitaminas lipossolaveis (A, D, E, K) e mimeral célcio,
ocasionando dor, distensdo abdominal e diarréi@rdéaendo assim, a
desnutricdo (INNIS; DAVIDSON, 2008; STALVEY; FLOTTER009).

Faz parte do tratamento desses pacientes a repesizénatica e
vitaminica (BOROWITZ; BAKER; STALLINGS, 2002), quepresenta
melhor efeito quando administrada apds a ingestdcada refeicdo, e
gquando as refeicbes s&o realizadas em intervalaggulares
(BOROWITZ; BAKER; STALLINGS, 2002). A terapia cormamas
pancreaticas encapsuladas aumenta a absorcdo dkiragode
aproximadamente 50 a 60%, em individuos com FC iosnficiéncia
pancreatica, para cerca de 85%, porém, a ma absdedgordura
residual permanece (DAVIDSON, 2000; DODGE; TURCHK)O0&;
STALLINGS et al.,, 2008). A avaliacdo da terapia mposicdo de
enzimas pode ser realizada subjetivamente confqranémetros de
crescimento e padrfes de evacuacdes (BOROWITZ; BBKE
STALLINGS, 2002).

As mutacOes especificas da proteina CFTR esticiadas a
suficiéncia pancreatica de forma dominante, sentlizaglo como
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preditivo do prognéstico clinico do paciente (STALY, FLOTTE,
2009). Como consequéncia da doencga, ocorre redngasecrecdo
intestinal de fluidos e eletrolitos, que resulta diminuicdo do pH
duodenual, secre¢cbes espessas e viscosas cobtridaaem escova e
as microvilosidades. Outras conseqiéncias sao rloissi da
permeabilidade e da motilidade gastrointestinaldse secrecdo e
composicdo biliar. Estes fatores contribuem parmcapacidade de
individuos com FC em alcancar a digestao normahdt&entes, apesar
da reposicdo de enzimas pancreéaticas (INNIS; DAONS 2008;
STALVEY; FLOTTE, 2009).

A suplementacdo das vitaminas A, D, E e K faz paite
protocolo de tratamento destes pacientes, segundoeopreconiza
Borowitz et al. (2002). A suplementacdo de vitamihainco e selénio
obedecem a ingestdo diaria recomendada (BOROWITZKHR;
STALLINGS, 2002; CANTIN, 2007).

O uso de um *“coquetel” antioxidante (beta-caroteatia-
tocoferol, gama-tocoferol e outros tocoferois, @ma Q10, vitamina
D e vitamina K) demonstrou-se eficaz no aumento riusis séricos
destes nutrientes, bem como na reducédo de marsadfieeanatérios no
escarro, sem a modificacdo da funcdo pulmonar dacdmacdo
bacteriana (PAPAS, 2007).

A terapia de reposicdo enzimatica também faz plartgrotocolo
de tratamento destes pacientes. As enzimas devemdsgnistradas
concomitantes a qualquer refeicdo com gordura, mem as dietas
elementares e semi-elementares, ndo sendo neaesasid@mninistracdo
junto com frutas.

Existem varios tipos de enzimas disponiveis corabnante,
com preparagdes em poés, comprimidos, capsulas cmno-esferas,
minimicroesferas, dose padrdo e altas doses (>20.00de lipase),
sendo o tipo prescrito dependente da disponibiidadal e idade do
paciente. As enzimas mais utilizadas sdo capswasnidro-esferas
revestidas com uma protecao entérica sensivel ao gdorigem suina.
Estas enzimas dissolvem-se em pH 5,5 a 6,0, evitaridativacdo pela
acidez gastrica.

A dose inicial geralmente prescrita varia de 500.500 Ul de
lipase/kg/refeicdo (BOROWITZ; BAKER; STALLINGS, 22D
Segundo Kerem et al., (2005) a prescricdo poddG@ra 4.000 Ul de
lipase/grama de gordura ingerida por dia. A doseugnentada
progressivamente de acordo com os sintomas gasstirais, ganho
ponderal e a perda de gordura nas fezes. A préasalig enzimas pode
ser de até 2.500 Ul de lipase/kg/refeicdo ou dé0D0.Ul/kg/dia
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(LITTLEWOOD; WOLFE; CONWAY, 2006). Recomenda-se gae
enzima seja dividida em duas doses, ingeridas icmie durante, ou
fim da refeicdo, principalmente se for uma refeicdemorada.

Entretanto, muitos pacientes toleram uma Unica dusenicio da

refeicdo, (KEREM et al., 2005). No caso de lactere criangas que
ndo conseguem ingerir a capsula inteira, recomsadbyri-la e ofertar a
crianca com leite materno, férmula infantil ou, fprencialmente, suco
ou papa de fruta acida, mantendo a sua protec&oicantsempre na
colher e em uma Unica dose, ndo misturando no t#alkcomida

(BOROWITZ; BAKER; STALLINGS, 2002).

Em estudo realizado durante o periodo de um anmdb&duos
de trés meses a 18 anos de idade foram acompantesdosés
momentos: antes da intervencao nutricional, cos peises e apos 12
meses. Os autores concluiram que o estado nuaiicf&N) melhorou
com a conscientizacdo da importancia da suplenm@&mtataminica, do
uso correto das enzimas pancredticas e o aumentiogéatdo de
micronutrientes (GASPAR et al., 2002).

O EN tem efeito significativo sobre a doenca pularpn
progressao e sobrevida de pacientes com FC (KONSdtAd., 2003;
CHUAN; LAI; SHOFF, 2008). Outras consequiéncias dextes da
desnutricdo e presenca de doenca pulmonar créoggacientes com
FC sao a hipoproteinemia, deficiéncia de vitaminariemia hemolitica,
hiponatremia, hipocloremia e desidratacdo. A de®dat caracteriza-se
como grave o0 suficiente para causar deplecdo deamemrporal e
nanismo de crescimento (BOROWITZ; BAKER; STALLING3&)02;
KEREM et al., 2005).

A relacdo entre peso corporal e funcdo pulmonaaJaliada em
pacientes com FC, em dois estudos de revisdo. © gasrgético foi
influenciado pelo aumento do trabalho respiratéassociado ao
processo inflamatério e as infecgdes recorrentesREBDSA, 2008;
AMIN; RATJEN, 2008). A inflamacdo pulmonar relacanse ao
aumento da taxa metabdlica de repouso (TMR), cod&m que as
exacerbacdes agudas da doenca cronica do pulm@mtaram a TMR,
cujos valores retornaram para o nivel basal alguseasanas apés o
tratamento da inflamagcdo (PENCHARZ; DURIE, 2000)estés
pacientes a TMR aumentou na mesma propor¢cao enb@presu um
declinio da fungao pulmonar.

O diagnéstico nutricional pelo indice de massa a@ip(IMC)
foi avaliado em 39 pacientes com FC (idade média3je + 3,7 anos) e
a funcdo pulmonar foi verificada pelo volume exdirm forcado no
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primeiro segundo (VEF1) e pela capacidade vitajdda (CVF%). Os
pacientes foram agrupados segundo a presenca a@ncausde
desnutricdo. O IMC médio foi de 19,5 + 2,9 kd/ (12,8 - 24,9 kg/ ),
sendo estabelecido diagnoéstico de desnutricdo epadiéntes (28,2%),
dos quais cinco tinham desnutricdo grave. O estatiacional normal
foi observado em 28 pacientes (71,8%) e risco dawddcdo em 9, de
acordo com os critérios dauropean Society for Clinical Nutrition and
Metabolism(ESPEN). Houve diferenca significativa entre désdos e
nao desnutridos, em relacdo ao VEF1% e CVF%. Aléssod os
pacientes com desnutricdo obtiveram maior freqaédei colonizag&o
por P. aeruginosa fungos (GOZDZIK et al., 2008).

O comportamento alimentar de criangcas com FC entre doze
anos de idade foi avaliado em um estudo contrgd@d@m questionario
estruturado aplicado aos pais. Os problemas relatimtam a falta de
prazer em alimentar-se, a resisténcia em terminegfeicdo, pouco
apetite, preferéncia na ingestdo de liquidos do spl&los, comer
lanches nos horérios das grandes refeicdes (almaatar) e tentativas
de negociar os alimentos. Estes problemas foramtifidados mais
entre 0s meninos e nas faixas etarias entre 5amd2 de idade (DUFF
et al.,, 2003). Uma das propostas relatadas naatliter (ADDE;
RODRIGUES; CARDOSO, 2004; ROSA et al., 2008) pashorar a
aceitabilidade dos alimentos seria 0 seu prepaonaheira a torna-los
palataveis, sem perder o valor nutritivo e mantend alto valor
energético (MARTINEZ-COSTA et al., 2005).

A melhora do estado nutricional em criangas comtéi@ por
objetivo garantir o ganho de peso e o crescimdy@n) como 0 aporte
adequado de 4cidos graxos essenciais, vitaminasegais para evitar o
atraso da puberdade, e reduzir a taxa de decliimizac Orientagdes
dietéticas sdo baseadas na necessidade de compeayasdo de energia
devido a presenca da infeccdo, a dificuldade r&€pia e 0 aumento
das perdas alimentares devido a m& absorcao (RO&A 2008).

O péancreas ndo produz enzimas suficientes paranmgle@
digestdo dos alimentos ingeridos e as primeirasfesaacdes sdo a ma
digestdo e ma absorcdo de gorduras. Os ductosegsinos ficam
obstruidos por muco espesso, impedindo 0 suco gty de atingir o
duodeno. A diminuicdo ou auséncia de enzimas paticas faz com
gue as proteinas requeridas para o crescimentpagorele tecidos do
corpo ndo sejam totalmente utilizadas. A gorduuddiente energético,
guando ndo é absorvida, pode levar a deficiénciavitlminas
lipossoliveis, bem como atraso no crescimento dewvdingestéo
energética inadequad®OSA et al.,, 2008). As recomendacgdes de
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ingestdo para género e idade variam de 120% a {B0%LEWOOD;
MAC DONALD, 1987) da necessidade energética disg@mendada
segundo aRecommended Daily Amoun{&kDA), publicada pelo
Department of Health and Social SecuiBHSS, 1985). O percentual
de lipideos na dieta deve ser de 40% (KALIVIANAKdSal., 2009) e a
necessidade de proteinas pode variar de 150% a datR®A (MAC
DONALD, 2000).

O consumo dietético de criangas com FC, comparawo c
controles saudaveis mostrou que, apesar dos fibimas consumirem
significativamente mais energia, muitas vezes agssidades ndo sdo
alcancadas (TRABULSI et al., 2006; NASR; DRURY, 2p5ituacdo
observada em outro estudo, no qual, mesmo com suoun caldrico
aumentado, as criangas com FC ndo atingem a némdsstnergética,
pois tm menor peso e estatura quando comparadasewopar
controlado saudavel, principalmente aquelas nafatéria entre 5 e 8
anos (WHITE et al.,, 2007). Relatou-se a dificuldae alcancar a
recomendacéo de 120% de energia e 40% em lipideastpdos os
pacientes (KAWCHAK, 1996; WESTWOOD; SAITOWITZ, 1999
Alguns estudos sugerem que ndo € necessario atib@¥ das RDAs
(Recomendacgfes Nutricionais para a populagdo aanerisadia) em
energia em todas as fases daenca (STETTLER et al.,, 1997;
MARCUS et al., 1998), uma vez que as RDAs sao kales referentes
a idade e ndo ao peso, sugerindo que as necessielagigéticas séo
superestimadas (WOOTON, 1991).

De acordo com o Consenso Americano de Fibrosec&igtira as
criancas entre 5 e 10 anos de idade hd riscos eszigrento e no
desenvolvimento, devido ao aumento da atividadeafisx reducdo da
ingestao alimentar e a ingestao inadequada de aszida faixa etéria
entre 11 e 18 anos de idade, periodo onde geramecarre o
desenvolvimento da puberdade, as taxas de cregoinamentam,
assim como a atividade fisica, havendo necessidadmaior aporte
energético (BOROWITZ; BAKER; STALLINGS, 2002).

Em um ensaio clinico controlado, observou-se malhor
significativa nos indices de crescimento, evidetwsapelo peso e
estatura, nos pacientes com diagndstico precoca p&. Esses
resultados demonstram que o diagndstico precoce teatamento
nutricional favorecem a melhora e a manutencao pdwametros de
crescimento e peso corporal (FARRELL, 2001). Em udsst
retrospectivo com dados de 98 pacientes, com idatle O e 18 anos, o
diagnostico para FC foi considerado tardio, condédenédia de 8,5
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anos e mediana de 2,5 anos de idade (variand® 2dlias a 16,3 anos
de idade). Nestes pacientes foi comum a insufi@énas variaveis do
crescimento ao diagndstico: peso e estatura alulixpercentil 5°. A
deficiéncia de vitamina E, no momento do diagnostisteve presente
em 70% das criangcas. A média do perimetro cefélimmntrava-se no
percentil 32° [Intervalo de Confianga (IC) de 95%tabelecido para o
intervalo entre os percentis 24° e 41°]. Este tedal foi
significativamente menor do que o perimetro cefati@dio de criangas
com niveis adequados de vitamina E, cujo valor médtontrou-se no
percentil 63° (IC 95% estabelecido para o intenaitre os percentis
47° e 78°) (STEINRATHS; VALLANCE; DAVIDSON, 2008)Estes
achados estdo de acordo com o que foi observadarenestudo
randomizado controlado, que teve por objetivo coampa diagnostico
de FC realizado pela triagem neonatal ao diagmidticdio feito
somente por dados clinicos. Um em cada 15 pacielidgsosticados
clinicamente foi a 6bito, ndo havendo ébitos n@grrastreado desde o
nascimento (LEE et al., 2003). Da mesma maneirsegtodo britanico,
as criancas foram selecionadas aleatoriamente,opgirapo de triagem
neonatal ou ndo, durante um periodo de 5 anos.eHbbitos precoces
entre os 59 pacientes com FC que néo foram didggadss por triagem
e nao houve mortes entre os 74 pacientes que rtivdiagnostico por
triagem neonatal (DOULL et al., 2001).

Com o objetivo de verificar se os valores de pdilcde estatura
para idade podem ser preditivos de maior sobregigénforam
avaliados em estudo longitudinal no Centro de Bibr@istica, nos
Estados Unidos. A anadlise dos dados referentes aiagdo
antropomeétrica identificou que os pacientes maisolsativeram menor
sobrevida, levando a crer que a baixa estatura fatannegativo para
pacientes com FC (BEKER; COHEN-RUSSEK; FLINK, 2Q01)

Os valores de percentil de IMC, em estudo tranalieferam
comparados com indices antropométricos pelo perdenestatura para
idade, peso para idade e peso para estatura defierd 4.577 criancas
fibrocisticas. Os autores concluiram que o percdetiIMC foi mais
sensivel e acurado para predizer o estado nutaictt;n que os demais
indicadores, servindo de orientacdo para uma ebedo terapéutica
precoce (WIEDEMANN; PAUL; STERN, 2007).

A avaliacdo do EN também pode ser realizada pedtisande
composi¢cdo de gordura corporal por meio da an@&sdmpedancia
Biolétrica (BIA). A composi¢cdo corporal avaliadarpmedidas de
dobras cuténeas e medidas de circunferéncias fopa@da com o0s
resultados da avaliacdo de BIA em 58 individuoseefite 18 anos de
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idade. Os autores concluiram que os fibrocistichgm diminuicdo da
massa magra, tanto pela medida das dobras cuténeiesunferéncia
muscular do braco, quanto pela BIA (GROENWEG, 2002)

O percentil de ponto de corte para desnutricddizarido o
indicador circunferéncia muscular do braco (CMB),m&ior para
pacientes com FC (percentil 0do que para a populagdo geral
(percentil 8). Em estudo transversal, com 48 criancas e adoitsx de
6 a 18 anos de idade portadores de FC, a CMB fitassium maior
numero de pacientes como desnutridos, quando cadgaio indice de
massa corporal em relacdo a idade (IMC/l). Dentse pacientes
classificados como desnutridos pela CMB, 39% desfessentavam
classificacao de eutrofia pelo indicador IMC/I (CHES et al., 2009).

A composicéo corporal avaliada por meio da BIA, &delo
fluxo de pequena corrente elétrica alternada, mosjue esta técnica
pode ser utilizada tanto para individuos saudaye#@to para aqueles
com doengas cronicas. A BIA estima a real quanéiddd gordura
corporal total, mas também pode sofrer variacdesrdentes da posi¢éo
do corpo, hidratacdo, consumo alimentar e ativisdttdcas recentes
antes da realizagdo do exame. A BIA pode ser ceraid confiavel
para estimar o percentual de massa magra assGciaaaopometria, e
para detectar mudancas no estado nutricional (GRZEBI, 2002).

Foram avaliados o percentual de gordura corpoogbercentil de
IMC em individuos de 2 a 20 anos de idade paraficari a
concordancia e discrepancia entre os dois indieadde avaliacdo
nutricional. Os autores observaram que a porcemtade gordura
corporal subestimou a severidade da desnutricacriamzas com baixa
estatura e superestimou a faléncia do estado iomtcnas criancas
mais altas (ZHANG; LA, 2004).

Estudo transversal que avaliou caracteristicas o0s0ci
demogréficas, clinicas e nutricionais em 21 paegfibrocisticos, com
idade menor ou igual a 18 anos, em um centro eéeémafia no nordeste
do Brasil (PINTO; SILVA; BRITTO, 2009). A avaliagauitricional foi
feita pelo escore Z de estatura para idade (E£Bo ara idade (P/I) e
peso para estatura (P/E), definidos como escorelZ a partir das
referéncias da WHO (2006/2007). J4 o percentupede para estatura
(%P/E) foi classificado de acordo com as recomdielago Consenso
Americano em Fibrose Cistica (2002). A média demwsg para P/I, E/I
e P/E, respectivamente, foi de -0,73 = 0,28, -&3%21 e -0,73 +
0,35. A média de percentual para o P/E foi de 94,3258%. Valores
maiores foram mais predominantes entre as crianeasres de 5 anos,
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do que naquelas de maiores faixas etarias, parasao® critérios. O
percentual de desnutridos foi maior quando a ayé@idoi feita pelo
escore Z do que por %P/E (déficit nutricional em766 e 33,3%,
respectivamente; p< 0,05). O déficit nutricionathitgm foi encontrado
guando avaliada a composicéo corporal pelas medaasea muscular
e area gordurosa do braco (FRISANCHO, 1981). Osoresc
apresentaram valores abaixo de 60% dos padrbesouealidade,
especialmente para a faixa etéria entre 5 e 10 Anaogdia de idade ao
diagnostico foi de 3,8 £ 3,9 anos, e as principaigcteristicas clinicas
foram infeccao respiratoria (85,7%) e esteatoli@ar7%). Os pacientes
cujos indicadores do estado nutricional estiveraima dos limites de
normalidade, apresentaram melhores condicdes socidmicas
(p<0,05). O estado nutricional adequado tambémrémen melhores
resultados para a avaliagdo clinica, representalda palores do escore
de Shwachman (p< 0,05). Este estudo apresentoandédidade do
diagndstico superior a média apresentada p@isstic Fibrosis
Foundation(CFF) (2006), que é de seis meses. Apesar diss@liacao
do escore de Shwachman e o numero de infec¢cdesratésps
mostraram que 0s pacientes apresentavam boas @esdgtinicas
(PINTO; SILVA; BRITTO, 2009).

Chuan e colaboradores utilizaram em seu estudo8)2Cis
diretrizes da CFF revisadas em 2005 (SCHECHTER; MARIS,
2005), com o objetivo de avaliar o uso do indicdgercentual de peso
corporal ideal (%PCI)“ como critério de avaliac@ofdléncia do estado
nutricional de criancas com FC, e também a recoagulde que estes
pacientes deveriam ter o percentil para indice agsencorporal (pIMC)
> 50. Foram comparados dados de 14.702 criancasrpemies de 113
centros de FC nos Estados Unidos. A faléncia dadestutricional foi
classificada pelo %PClI <90% de acordo com a CFm®220
(BOROWITZ; BAKER; STALLINGS, 2002), e pIMC < 50° decordo
com a CFF 2005 (SCHECHTER; MARGOLIS, 2005). Comstete que
0 uso do %PCI nao era adequado na avaliacdo deasi@om estatura
elevada e a eliminacao deste parametro resultounesnreducao de 6%
(de 33% para 27%) na taxa de faléncia do estadwiongl nos Estados
Unidos. O uso do pIMC < 50° levou a classificacé®@d% das criangas
como abaixo do IMC para idade, e a partir destadestniciou-se a
implementagcdo deste paradmetro de avaliagdo em tslaentros de
fibrose cistica americanos (CHUAN; LAI; SHOFF, 2D08

O acelerado crescimento e o desenvolvimento durastdois
primeiros anos de vida sdo particularmente imptetapara o sistema
nervoso central (SNC), o que o torna vulneravelcoogjues internos e
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externos. Alteracbes no perimetro cefélico (PC)epodepresentar
variagbes anormais, determinadas geneticamente tamd®m revelar
presenca de doencas no SNC, ou ser resultanteedeadosistémicas e
danos cerebrais durante o primeiro ano de vida (3HAUT, 2004;
DOGAN et al., 2005).

Em estudo realizado com 52 criang¢as, 0s autoresemgyue, ha
FC, apesar do diagndéstico precoce e atencdo omtaicio crescimento
da cabeca desenvolve-se posteriormente em relacéorpo, porém o
potencial intelectual nestas criangas parece sseprado. A expressao
da proteina CFTR também foi encontrada no céreprembora seu
significado ndo seja claro, é possivel que inflien@a secrecdo de
fluido cerebrospinal, que pode ser deficiente na IE€ando a uma
reducdo do volume cerebral. Estudos utilizandoorésscia magnética
para calcular o volume ventricular podem fornecaisnnformacdes a
respeito deste assunto (GHOSAL et al., 1994).

Para classificacdo do estado nutricional, o Comsémsericano
de Fibrose Cistica no ano de 2002 sugeriu a W#izgreconizada pelo
NCHS/CDC (2000) para definir o estado nutricionestd populacéo, o
que ainda é utilizado pelos centros de atendimentgacientes
mucoviscidoéticos. Entretanto, recentemente em 200007, a WHO
reconstruiu a referéncia de crescimento recomengeda National
Center for Health StatisticdNCHS), publicado por Hamill et al. (1979).
acrescentando os dados de criangas de 18 a 71 presesientes do
padrdo de crescimento da WHO, aos dados da amoyiaal dos
participantes de 1 a 24 anos, com o objetivo dslitéa a classificacéo
na transicdo aos 5 anos de idade. Foram aplicadosné&todos
estatisticos mais atuais para o desenvolvimentgetlréncias para
criangas pré-escolares, e essas novas curvas adsgptaem ao padrao
de crescimento infantil aos 5 anos de idade e anfop de corte de
sobrepeso e obesidade recomendados para os addéssa forma,
fornece pontos de corte para todas as idadesyesponde a referéncia
adequada para a avaliagdo nutricional das criamegamlescentes dos 5
aos 19 anos.

Com relacdo as dobras cutaneas, Frisancho (198pd@mno uso
da Circunferéncia Muscular do Bragco (CMB), Area bllar do Brago
(AMB) e Area Gordurosa do Braco (AGB) estimada dipdos valores
de Circunferéncia do Braco (CB) e Dobra Cutaneeifital (DT), para
a identificacdo de pacientes com desnutricdo etieag@rotéica e
deplecdo muscular a partir de um ano de idade.
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A avaliacdo e diagnéstico nutricional, tanto por didas
antropomeétricas, como por meio da BIA sdo necess@dra a conduta
terapéutica dos pacientes fibrocisticos.

2.3 RADICAIS LIVRES, SISTEMAS ANTIOXIDANTES E
ESTRESSE OXIDATIVO

Em 1954, Gerschman publicou uma teoria na quatareaque o
oxigénio poderia ter propriedades toxicas atravéssdas formas
reduzidas. Em 1956, Denham Harman et al., propuseraonceito de
radicais livres como substancias reativas que posfapel importante
no processo de envelhecimento (HALLIWELL; GUTTERIE&X2007;
VALKO et al., 2007).

Os radicais livres de oxigénio, nitrogénio ou clsém definidos
como moléculas ou fragmentos de moléculas que wonté ou mais
elétrons ndo emparelhados no orbital atdmico ouecntdr mais
externo. Estes elétrons ndo pareados promovem,imenta, um
consideravel nivel de reatividade nestas moléc@i4&LLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007). Os radicais livres sdo produtmsmais do
metabolismo celular. S&do produzidos principalmgre sistema de
elétrons localizado na membrana mitocondrial interpela acdo de
enzimas como xantina oxidase, citocromo P450-ogidas
monoaminooxidase, ciclooxigenase e lipoxigenaspele sistema de
fagdcitos NADPH oxidase/ mieloperoxidase (HALLIWELL1997;
HALLIWELL, 2009). Fontes externas como os constites dietéticos,
a radiacao ultravioleta, os gases radioativos pahgentes ambientais
também podem contribuir com 0 aumento de substrmiaantes
(ZEIDLER, 2004).

Os efeitos benéficos dos radicais livres ocorreando estdo em
baixa ou moderada concentracdo e consistem, ponpdxena defesa
contra agentes infecciosos e na ativacdo de sistetmasinalizacéo
celular. Entretanto, quando existe uma producioezkada de radicais
livres efou uma deficiéncia de antioxidantes entitod ou néo
enzimaticos necessarios para neutralizar essatisalas, tem-se uma
situacé@o conhecida como estresse oxidativo (EOpr€jsizos causados
pelo excesso de radicais livres consistem em dzglakares que podem
atingir lipideos de membranas, carboidratos, prateie DNA,
promovendo a inibicdo de reacdes normais do ong@ni®© estresse
oxidativo esta associado com inimeras doencasce$ntais como
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cancer, diabetes melito, obesidade, doencas castiolares, desordens
neurodegenerativas e também com o processo deheoweénto
(VINCENT; TAYLOR, 20086).

Os radicais livres derivados do oxigénio representa classe
mais importante das espécies reativas no organisrmoCerca de 95%
do oxigénio produzido durante o metabolismo aemBiaitilizado para
a producédo de energia, mas o restante ndo é toti@lmeidado em agua
e gera radicais livies (KOWALTOWSKI et al., 2009s principais
espécies reativas de oxigénio incluem o anion éujply (Q,), 0
radical hidroxila {OH), o hidroperoxido (kD,), € 0 oxigénio singlete
(*0,) (RONSEIN, 2006; VALKO et al., 2007).

O radical superoxido é, dentre estas principaimdst a que
menos apresenta capacidade de oxidacdo, com peatigidade em
solugcbes aquosas. Ocorre em quase todas as céeldbicas,
produzido principalmente na cadeia respiratori@eoindrial e durante a
ativacdo maxima de neutrdéfilos, mondcitos, macridag eosindfilos.
Apesar de pouco reativo, 0 &nion superoxido é dersilo uma espécie
reativa de oxigénio primaria, com capacidade deragir com outras
moléculas gerando as espécies reativas de oxigéeaundarias,
principalmente através de processos catalisadosmmimas ou metais
(MIAO; DARET; CLAIR, 2009).

O radical hidroxila (OH) é a espécie reativa de oxigénio mais
reativa e deletéria dos sistemas biolégicos quiearti oxigénio. Tem a
capacidade de se combinar rapidamente com metaigstdas reacoes
de Fenton e de Haber-Weiss e também com outrosaiadpodendo
atingir e destruir membranas celulares, proteinegsusar mutacfes em
acidos nucléicos. Sua meia-vida € muito curta, daracdo aproximada
de 10° segundos, e sua concentracéo é extremamentedeaixk0'® M
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; KOWALTOWSKI et al., 2@0.

O hidroperédxido (HO,), por sua vez, apesar de ndo ser um
radical livre, por ndo possuir elétrons desempacdkll na Ultima
camada, é bastante téxico e deletério. Otiem vida longa e é capaz
de atravessar membranas, incluindo a nuclear indozidanos na
molécula de DNA, além de patrticipar das reacbespgoduzem radical
hidroxila(HALLIWELL, 2004). Os peroxisomos sdo um dos prnias
locais no qual o consumo de oxigénio leva a proaugd HO,;
entretanto, a organela também possui enzimas aidites que
mantém o equilibrio em seu interior. A leséo enopissOmMos promove
0 extravasamento de,B, para o citosol, contribuindo assim, para um
significativo aumento do EO na célula. Adicionalteen a
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mieloperoxidase também produz®4 a partir de duas moléculas d¢ O
e, na presenca de uma hialida (como o cloreto), edpdupocloroso.
Esta reacdo mata microrganismos através da oxidégdnembrana e
ligacdes moleculares prejudiciais (FRODE; MEDEIROS001;
VASCONCELOS et al., 2007).

O oxigénio singlete'Q,) é uma forma excitada de oxigénio
molecular. Nao se trata de um radical livre, pd® ipossui elétrons
desemparelhados em sua Ultima camada. Parecedes ag alguns
eventos biolégicos, mas poucas doencas foram cekdas a sua
presenca (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; RONSEIN, 2006)

Dentre as espécies reativas de nitrogénio, o dxigico (NO) é
a menor molécula considerada como um radical livre
(GHAFOURIFAR; CADENAS, 2005). Consiste em uma egpéeativa
bastante abundante no organismo humano e que @@ sinalizador
molecular em uma série de processos fisiologicas;luindo
neurotransmissao, regulacdo da pressao arteriahnisenos de defesa,
relaxamento da musculatura lisa e regulacdo densisimune. ONO
tem vida média de apenas alguns segundos e é ls@itieeno ambiente
lipidico quanto no aquoso. Ao reagir com o oxigéai@gua, libera
anions nitrito e nitrato. Sua reagdo com o ani@esixido promove a
liberacdo de peroxido nitrito (ONOO-), que é umeptdé agente
oxidante capaz de causar fragmentacdo de DNA eagidd lipidica
(CARR et al., 2000; VASCONCELOS et al., 2007).

Diante da exposicdo as diversas fontes de espéeagisas, o
organismo humano possui mecanismos de defesa pdea danos
maiores provocados por estas substancias. Os reeuwEnide defesa
consistem de sistemas e substancias conhecidas aiogidantes. O
termo antioxidante pode ser definido como, umaténbg| que, mesmo
quando presente em baixas concentragfes, compacsdaubstratos
oxidaveis, retarda ou previne significativamenteoxddacdo destes
substratos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

As principais defesas antioxidantes, de origem nedtita
incluem a superéxido dismutase (SOD), a glutatimeraxidase (GPx) e
a catalase (CAT). As principais de origem n&o-eafitas Sao
representadas, por exemplo, pelo acido ascorbidamiwa C), a-
tocoferol (vitamina E), glutationa reduzida (GSHjcido Urico,
carotenoides, flavondides (VALKO et al., 2007; KOWIFOWSKI et
al., 2009).

A SOD converte @ em HO, e possui duas isoformas, a cobre-
zinco (CuzZn-SOD) presente no citosol, lisossomaglem e espaco
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entre as membranas interna e externa da mitocémdrimanganés (Mn-
SOD) localizada na mitocondria. Ja a catalase (CAdthua na
decomposicdo de B, a O e HO. Esta enzima € encontrada
principalmente no peroxissoma, a organela respehsgela
desintoxicacao celular, oxidacéo de &cidos grarosadeia longa e que
é fonte de peroxidos organicos, produtos carbasilie oxigénio
singlete, e também nas mitocondrias das célulasecdido cardiaco
(VALKO et al., 2007).

A glutationa peroxidase (GPx) atua sobre peréxielos geral
(VINCENT; TAYLOR, 2006). Possui quatro sub form&Px1, GPx2,
GPx3 e GPx4, as quais sdo encontradas em difetentdss e exercem
acdo sobre diferentes substratos. Esta familiandenas possui uma
caracteristica importante, apresentando um resldugsteina contendo
selénio covalentemente ligado ao restante da enzikéen disso, utiliza
o tripeptideo glutationa reduzida (GSH) como doatipelétrons para a
reducao do b, e outros perdxidos organicos. O tripeptideo ghutat,
apos ser oxidado, pode retornar a sua forma realatidvés da acdo da
enzima glutationa redutase (GR) (ROVER-JUNIOR, 2001
LAGUERRE et al., 2009).

O sistema antioxidante ndo enzimatico é formado muoitas
substancias, com destaque para a GSH, tocoferéimrbato, a-
tocoferol, acido Urico @-caroteno, além de proteinas de transporte de
metais de transicdo, como a transferrina (transpoid ferro) e
ceruloplasmina (transporte do cobre e oxidacaoedm)f (VALKO et
al., 2007).

A GSH é um tripeptideo que serve de cofator pareages das
enzimas da familia da GPx e de GST, e é considesagancipal
composto antioxidante intracelular. E o Gnico tiéib protéico presente
em espécies aerdbias e seu papel intracelularxalaidge inclui a
desintoxicacdo de xenobitticos e de espécies asatile oxigénio
(VASCONCELOS et al., 2007).

Com isso, verifica-se que as principais defesag»adantes
dependem de substancias derivadas da alimentaig@gotao zinco,
cobre, selénio, flavonéides, vitamina E, vitamina fcaroteno. Sendo
assim, os antioxidantes obtidos da alimentagcdo ocosnminerais e as
vitaminas mostram-se extremamente importantes gdssacontra 0s
radicais livres (SIES; STAHL, 1995; BARREIROS; DAY,12006).

Quando a producado de espécies reativas supera fasasle
antioxidantes, sdo varios os efeitos do estress®toso nos sistemas
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biolégicos (SIES; STAHL, 1995; HALLIWELL; GUTTERIDE,
2007).

Nos carboidratos, ®OH reage com (CHOH)n levando a quebra
da cadeia de importantes moléculas, tais comodm ddaluronico. Nos
acidos nucléicos, as espécies reativas de oxigé&tecam a
desoxirribose, as bases purinicas e pirimidinicasionando a quebra
da cadeia do DNA, a ligagéo cruzada entre as ditamdificagbes nas
suas bases levando a mutacdes e apoptose (VASCODEEL al.,
2007).

As proteinas tém muitos sitios reativos. Durantestresse
oxidativo, ocorre fragmentacdo das cadeias e o&aage muitos
aminoéacidos, com producdo de compostos carboniladlésn disso,
processos reversiveis de oxidacdo e reducdo podamreo nas
proteinas que contém sitios de ligacdo com mgtaisjuzindo sinais
que sao reconhecidos por proteases celulares specjue destroem
tais proteinas sinalizadas (WOOD et al., 2005; STAMTTI et al.,
20009).

A peroxidacgdo lipidica é causada pelo ataque de espécie
reativa que retira um atomo de hidrogénio de undcagraxo poli-
insaturado, deixando um elétron desemparelhado adoko,
caracterizando a etapa de iniciagdo. Este radicastabilizado por
rearranjo molecular, formando um dieno conjugadate Edieno
conjugado reage com,@ forma o radical peroxila, que por sua vez,
tende a retirar atomo de H de outro acido graxd-ipshturado,
caracterizando a reacdo em cadeia da etapa deggpgdoa(NIKI, 2009).
A combinacdo do radical peroxila com 6 &bstraido gera o lipideo
hidroperéxido (LOOH). Este ultimo, ao sofrer quelivama aldeidos
como malonaldeido. A terceira e Ultima etapa daxi@acao lipidica, a
etapa de terminacdo, instala-se com a neutralizal@ radicais
formados por acdo de antioxidantes lipossolaveisogoferol e p-
caroteno). Todas estas modificacdes oxidativasaattea fluidez e a
permeabilidade da membrana, promovendo expansaoliqiido
intracelular e risco de ruptura da membrana dalacéutambém das
organelas, com consequente morte celular (NIKI,9200ATALA,
20009).

As substéncias envolvidas no binbmio antioxidaptéfoxidante
podem ser quantificadas associando as técnicagibiags tradicionais
de amostragem e determinagdo espectrofotométriéggnicas
cromatograficas,  eletroanaliticas,  ressonancia étagn e
espectrometria de massas. Os métodos espectrofatmseé e
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cromatograficos sdo geralmente empregados parar naddidade
enzimatica, como por exemplo SOD, CAT, GPx, e/ocarecentracdo de
tripeptideos: glutationa total (GT), reduzida (GSH)xidada (GSSG) e
aldeidos, como o malondialdeido (MDA). Estas mesligadem ser
realizadas em tecidos, sangue e outros fluidos RHEHRA,;
MATSUBARA, 1997; LAGUERRE et al., 2009).

2.4 ESTRESSE OXIDATIVO E PROCESSO INFLAMATORIO NA
FIBROSE CISTICA

O estresse oxidativo estd associado ao desenvaoltimee
inUmeras doencas do pulméo, tais como FC, doerigepar obstrutiva
cronica e asma. Todas estas condicbes sdo caradasi pelo
desequilibrio entre as quantidades de EROs e asafefntioxidantes
disponiveis. No pulméo, as EROs podem surgir déefornddgenas,
tais como o influxo de células inflamatérias ou fdates exdgenas,
como poluicdo do ar e cigarro (KREINDLER et al.,020 Com o
aumento da producdo de EROs, ocorre uma modificaglo vias
respiratorias, levando a hiperatividade brénquicaoe aumento da
inflamacao (KELLY, 1999; AMIN; RATJEN, 2008).

Estudos referem a existéncia de desequilibrio
oxidante/antioxidante indicando o0 estresse oxidatikomo ator
importante no cenério da inflamagéo cronica qualgpra fibrose e a
deterioracdo progressiva da funcdo pulmonar naTRLUDEL et al.,
2009). A inflamacédo das vias aéreas na FC se apeesscessiva e
prolongada devido a colonizagdo bacteriana e emciagfio a um
elevado numero de neutrofilos. Elevados niveisrddytos de oxidacéao
de lipideos e de proteinas encontrados em fluides lavagem
broncoalveolar, ar exalado condensado e escarrpatisntes com FC,
fornecem evidéncias de estresse oxidativo nestielo§ de revestimento
epitelial. Esses danos oxidativos se devem a umemiomda carga
oxidante, resultante da liberacdo de oxidantesspeéutréfilos eP.
aeruginosa,gue provocam infeccdo crénica das vias aéreana la
principal conseqiiéncia é a peroxidacdo lipidica, dmgeneracao
oxidativa de lipideos (TRUDEL et al, 2009; CIENCEWI;
TRIVEDI; KLEBERGER, 2009).

Devido a sua interface com o ambiente, o pulmaanédos
principais érgaos-alvo do prejuizo causado poranies exdgenos, tais
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como poluentes ambientais, e EROs endogenos gepmtasélulas
inflamatérias (CIENCEWICKI; TRIVEDI; KLEBERGER, 2®). O
pulmdo, assim como o0s demais tecidos, tem uma sérielefesas
antioxidantes, que ajudam a manter um equilibriestado redox. Estes
antioxidantes estdo presentes no espaco intragelakcular e no fluido
de revestimento do trato respiratério (REID; MISSEEGARWAL,
2007; AMIN; RATJEN, 2008).

A piocianina (N-metil-1-hidroxifenazina) é um pignte que age
como fator de viruléncia redox produzido pelo petémP. aeruginosa
conhecida por comprometer a depuracdo mucocilidb(&OT et al.,
2005). O potencial redox padrao da piocianina (-n34) é alto o
suficiente para permitir uma transferéncia de atétrentre NAD (P) H
(- 320 mV) e glutationa (-240 mV), e para que acpivina reduzida
rapidamente reaja com oxigénio molecular para miodé@nion
superéxido (&), que é o precursor de .8 e outras EROs
(O'MALLEY, 2004). Estudan vitro mostrou que a exposicao de células
epiteliais brénquicas humanas a piocianina aumemteda de liberagédo
de HO, celular trés vezes acima da producdo endogenaahorm
(SCHWARZER et al., 2008). Medidas do potencial reddo
compartimento citosoélico, utilizando um sensor sedmostrou que o
pigmento oxidou o citosol a partir de um valor baa-318 £ 5 mV
para -48,0 £ 4,6 mV dentro de 2 horas. Somenteéhdas epiteliais
brébnquicas de homozigotos para delta F508 CFTRsea&petaram Cl
em resposta a piocianina oy®4, indicando que esses oxidantes visam
especificamente a CFTR CI- e ndo a outras condatn® tratamento
com piocianina total também diminuiu os niveis detagiona celular
para 62% e os niveis celulares de ATP para 46% 2p&s mostrando
gue a piocianina é um fator-chave para os cicldexao citosol, gera
H,0,, esgota glutationa e ATP, e prejudica a funcadoRCEm pulmdes
infectados porP. aeruginosa A quantidade de glutationa reduzida
(GSH) no fluido de revestimento do trato respiliatér particularmente
elevada, e novas descobertas comegam a revelpagelna defesa dos
pulmdes (KELLY, 1999; INNIS, 2008).

Estudos tém contribuido para a compreenséao do pap€EFTR
como regulador celular do transporte de glutati@b et al., 2008;
SCHWARZER et al., 2008). A expressédo do gene CFTHRipFimida
pelo estresse oxidativo causado por butil hidraspenterciaria (BHQ),
um oxidante sub-letal que codifica um gene da sidiade enziméatica
glutamilcisteina sintetase (-GCShs) para a sintése glutationa,
aumentando seus niveis celulares, e reduzindorassgn da CFTR em
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células epiteliais T84 e Calu-3 (CANTIN et al., BPOEm outro estudo
observou-se a mutagédo da CFTR como causadora dmsudos niveis
de EROs e estresse oxidativo mitocondrial como emiincia de
menores niveis de GSH (CHILDERS, 2007). A célukndular serosa
submucosa é o principal local de expressdo do dénao cloreto
CFTR, que é conhecido pela disfuncdo na FC (BERGWMit al.,
2009), sendo proposto que a secrecdo de anionséhdas serosas,
estimulada por EROs é dependente da CFTR (COWLHENDEELL,
2002). A auséncia deste mecanismo compensatérietprgpode expor
0 pulmdo as EROs por longos periodos, o que podaviarecer a
doencga no pulméo tal como ocorre na FC (CIENCEW]ARIVEDI;
KLEBERGER, 2009).

Algumas evidéncias apoOiam a participacdo de ERQOwoco
mediadores de danos no tecido pulmonar na FC, temdaista estudos
gue mediram os produtos de oxidacdo de lipideasteipas no plasma.
Estes estudos tém mostrado que, em criancas cosiidzle e em
adultos, pode-se encontrar um aumento das conceéesrglasmaticas
de produtos de oxidagcdo em pacientes com FC, emparagéio a um
grupo controle (PORTAL et al., 1995; REID; MISSOGGARWAL,
2007). Um estudo revelou correlacdo entre as ctragg@res plasmaticas
de um marcador de oxidagéo lipidica (0 malondidioleie a fungéo
pulmonar (BROWN; KELLY, 1994b). A origem desses qutws de
oxidacdo nédo é clara, embora seja possivel quaelas o resultado do
estresse oxidativo associado a inflamacdo pulmomatros estudos
também mostraram que ha um defeito no metabolisinacelular de
oxigénio nos pacientes com FC (von RUECKER; BERTEHERMS,
1984; KOWALTOWSKI et al., 2009), o qual resulta aomento dos
niveis de EROs durante o processo oxidativo mitdigah Pode ser que
este segundo mecanismo seja predominantementensaspb pelo
aumento dos niveis plasmaticos de produtos de gaddabservados em
pacientes com FC (KOWALTOWSKI et al., 2009).

O pulmdo é o principal local onde se encontram salta
concentracdes do antioxidante glutationa, prinoigate no fluido de
revestimento epitelial (CANTIN et al., 2006). Asncentracbes de
glutationa nos fluidos de revestimento epiteliab s&arcadamente
diminuidas em pacientes com FC, contribuindo pamesequilibrio
oxidante/ antioxidante. Tem sido postulado que &FGparticipando na
exportagdo apical de glutationa reduzida (GSH)aA editetamente
envolvida na regulacdo da homeostase de GSH nadodlude
revestimento epitelial. Assim, a CFTR poderia sgrs@lerada como um
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importante agente na homeostase antioxidante doilodl de
revestimento epitelial e, assim, um causador s#ido de desequilibrio
oxidativo em vias aéreas de pacientes fibrocisticesn como a CFTR
de camundongos. Este ultimo aparece como um medkelquado para
investigar a constituicdo do desequilibrio de exitgdo na FC
(LANDS, 1999; TRUDEL et al., 2009).

Estudo que avaliou marcadores do equilibrio oxefant
antioxidante no plasma de 12 pacientes (7 néo-ftesam 5 fumantes)
com fibrose pulmonar idiopética (FPI), no fluidebcoalveolar em 24
pacientes com FPI (17 ndo-fumantes e 7 fumante€ &L individuos
saudaveis (23 nado-fumantes e 8 fumantes) obsemvelaccapacidade
antioxidante em equivalentes ao trolox (TEAC, o iegante
hidrossollavel da vitamina E), no plasma foi menarapos pacientes
ndo-fumantes com FPI, em comparag&o com os namfamsaudaveis.
Tendéncias semelhantes no plasma e no fluido babresmar foram
observadas em pacientes com FPI fumantes em cogApargom
individuos sem FPI, porém fumantes. O nivel deagjla reduzida
(GSH) foi menor no fluido broncoalveolar dos patesncom FPI nédo-
fumante em comparacdo com os ndo fumantes saudakeis
contrapartida, os niveis de GSH foram mais elevauss pacientes
fumantes com FPI do que nos doentes ndo-fumantesnivgis de
produtos da peroxidagao lipidica medidos no plasatravés das
substancias reativas ao A&cido tiobarbitirico (TBAR&ram
significativamente maiores em ambos os fumantessepacientes com
FPI ndo-fumante em comparagdo com os ndo fumamtedageis
(RAHMAN; MAC NEEW, 2000).

Recentes evidéncias de que a diminuicdo na expresfdncao
da CFTR sdo moduladas por estresse oxidativo suggue estes danos
na proteina podem prejudicar a resposta adaptatieidantes. A
insuficiéncia pancreatica na FC também aumentaseeptibilidade a
deficiéncias de antioxidantes lipofilicos (CANTIRDO7).

Estudo realizado, em Montreal, avaliou a relacadreera
tolerancia a glicose e o estresse oxidativo emridhgas com FC, com
idade entre 10 e 18 anos, os quais foram submetidieste oral de
tolerancia a glicose. Foi avaliada glutationa nmgsa&, proteinas
modificados pelo 4-hidroxinonenal (4-HNE-P), urine 1,4-
dihidroxinonano &cido mercapturico (DHN-MA), e plerdle &cidos
graxos plasmaéticos. A fim de verificar o perfilidlamacéo e infecc¢éo,
também foi avaliada a colonizacdo pulmonar Poraeruginosapelo
teste de escarro de orofaringe. Cinqlenta e doisgruo dos pacientes
apresentaram niveis normais de tolerancia a glictZ¥ apresentaram
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intoleréncia a glicose, e 6% apresentaram diale&tito relacionado a
fibrose cistica. Foi apresentada uma tendéncia dmeato da
colonizacdo poP. aeruginosanas criancas com intolerancia a glicose e
com presenca do diabetes melito relacionado a skbroistica. As
concentracbes do  4-hidroxinoneal  (4-HNE-P)  aumaniar
significativamente com a prevaléncia do diabetebtaneapresentando
uma correlacdo positiva. J& o DHN-MA e o perfil @iddos graxos
apresentaram correlagdo negativa com valores @ddigrao teste de
tolerancia oral a glicose. Somente o marcador tiut@ ndo apresentou
diferenca de valores entre 0s grupos com e senaglie no teste. Este
estudo evidencia um aumento do estresse oxidatwe & piora do
metabolismo da glicose (NTIMBANE et al., 2008).

A infeccdo das vias respiratorias e processosnifiérios no
pulmao, bem como a perda da fun¢édo da CFTR, sdesfpotenciais de
oxidantes e da deficiéncia de antioxidantes, douitido com o estresse
oxidativo presente na FC.

Shmarina, Pukhalsky e Kokarovtseva (2001) estudaca
comportamento do marcador malondialdeido, congider principal
produto final da peroxidacdo de lipideos, o qualesgntou niveis
elevados em pacientes com FC, quando estes foranpacados a um
grupo controle. Foi investigado que a quase t@diddestes pacientes
realizou tratamento com micro-esferas enziméticassiada nos
periodos de exacerbagdo pulmonar aguda, ou sejpdgusua
suscetibilidade ao estresse oxidativo € marcad@&veunnentado. Esta
terapia de reposicdo enzimatica melhorou a absateaoutrientes, o
que pode ter resultado em uma elevacdo nos &cidezoyy
poliinsaturados do plasma, nas lipoproteinas estmi@. Deste modo,
ocorreu a producgdo de novos alvos lipidicos pareadigais livres na
circulagcdo sanguinea, e os sistema de defesa idatite ja debilitado
nesses pacientes nao foi suficiente para impedsua oxidac&o.
Lagrange, Durieu e Ecochard (2004), identificaraneis diminuidos
nos marcadores de peroxidacdo lipidica TBARS e mdéddeido,
justificando que a peroxidacao lipidica € um prsoesomplexo, cuja
eliminacéo dos metabdlitos plasmaticos ocorre deeirarapida, sendo
dificil sua interpretacgéo.

Aumento na peroxidacéo de lipideos também foi ieaido em
um estudo desenvolvido por um grupo australianolRBMISSO;
AGGARWAL, 2007), com 17 individuos adultos comparsca um
grupo de individuos saudéaveis. Foram avaliados adedés lipidicos
derivados do processo inflamatério, as prostagteasdE2 (PGE2) e 8-



47

iso-Fai, (8-iso-PGF&), e os cisteinil-leucotrienos totais (cys-LT),
avaliados no escarro. As andlises foram realizadaslois momentos:
durante o periodo de exacerbacdo da FC, e apdataménto dos
sintomas. Os valores dos mediadores lipidicos draaws em ambos 0s
momentos ndo diferiram entre si, permanecendo aaches quando
comparados aos controles, sugerindo um intensessstroxidativo e
geracdo de mediadores inflamatérios derivadospdeelds persistentes
nesses pacientes. Ha varias explicagbes possiaeis gsse estresse
oxidativo, apesar do tratamento continuado e malhglinica:
primeiramente, a utilizagdo dos antioxidantes eaddg tanto nos
periodos de estabilidade como em exacerbacao,alasidaracteristicas
inflamatérias da doenca (SHMARINA,; PUKHALSKY;
KOKAROVTSEVA, 2001; WOOD et al., 2005); outra exgacao seria
0 consumo constante de enzimas pancredticas, ensuphcdo de
vitaminas lipossoluveis, favorecendo o aumento destsatos para
peroxidacdo lipidica (GRIMBLE; TAPIA, 1998; SHMARN
PUKHALSKY; KOKAROVTSEVA, 2001). E, finalmente, o aento
da peroxidacgéao lipidica pode estar ocorrendo dezidona longa acéo
de pré-oxidantes que vem ocorrendo nestes pacied®gdo aos
sintomas pulmonares e gastro-intestinais (WITKO-SAR et al.,
1995)

Tem havido debate na literatura a respeito délamacao nos
pulmBes de criangas com FC ser: a) consequéncianféecdo
(CANTIN, 1995; ROSENFELD; GILBSON; MCNAMARA, 2001))
ou se a infecgdo é uma conseqiiéncia de danos atfldos no tecido
(GRIESE et al.; 2004; KETTLE; CHAN; OSBERS; 2004{OMSON;
BRENNAN; SENTHILMOHAN, 2010). Estudo desenvolvidoorp
Kettle et al. (2004), com 22 individuos portadales=C e 7 individuos
saudaveis, apresentou niveis elevados da MPO (nz@ié versus 0,3
pg/mg protein; p< 0,002), mostrando aumento no Eaménflamatorio
e aumento na PC (medianas 0,98 versus 0,40 nmgifotgina, p<
0,001), indicando presenca de estresse oxidatisogmipo com FC,
houve uma resposta inflamatéria a uma infeccéopdstravel a julgar
pelo aumento da mieloperoxidase e da cloracaoataipa. No entanto,
em algumas criancas estes marcadores de inflanfagno elevados,
mesmo quando eram indetectaveis infeccbes atsss.pode indicar
gue a inflamacdo pode existir na auséncia de iated¢ma explicacao
seria o resultado de uma infeccdo prévia ou rept@sa uma infeccao
ativa que estava abaixo do limite de deteccdo (KHEEFTCHAN;
OSBERS, 2004). Thomson, Brennan e SenthilmohanOj2tdmbém
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apresentam a mieloperoxidase como sendo a pringpebxidase
identificada nas vias aéreas de criangas com EUltado esperado em
uma inflamacé&o caracterizada pelo aumento da prasis neutrofilos,
como ocorre na FC.

A glutationa, um tripeptideo antioxidante que dgsemha um
papel essencial na protecdo das células epitalimigra o estresse
oxidativo e xenobidticos (CACCIATORE et al., 201@ye seus
niveis marcadamente diminuidos nos pacientes modad de
FC. Ocorre um transporte direto de GSH pela prat€ffTR, e 0s
niveis de glutationa citoplasmatica rapidamente emtam nas células
epiteliais expostas ao estresse oxidativo (FORMAINOINGQIAO;
RINNA, 2009; DAULETBAEV; RICKMANN; VIEL, 2010). Um
estudo demonstrou que o estresse oxidativo podénsup expressao
da CFTR bem como sua fungéo, representando umastaspdaptativa
do epitélio celular a um estresse oxidativo exégedom isso, 0
conteudo celular da GSH é aumentado devido aopatesinsuficiente
(CANTIN et al.,, 2006). Além de regular a sintese glutationa, as
células epiteliais sdo capazes de modular o tratesfransmembrana de
glutationa. Niveis diminuidos de GSH foram demaukis em
inimeros estudos (RAHMAN; MAC NEEW, 2000; CANTIN at.,
2006, CACCIATORE et al., 2010), e a principal ctedstica
destes niveis diminuidos refere-se ao transpofestaeso da glutationa
reduzida pela CFTR mutante.

Niveis diminuidos da enzima glutationa peroxidagePX)
também foram identificados nos participantes deestudo (WOOD;
FITZGERALD; GARG, 2002) realizado com 15 criancastadoras de
FC em periodo de exacerbacdo, com analises arpdsels dias de
antibioticoterapia. No grupo portador de FC, mespés o periodo de
tratamento, os niveis da GPx continuaram diminuidos

Thomson, Brennan e Senthilmohan (2010), ao congraraiveis
de proteina carbonilada em lavados broncoalveottasvias aéreas de
pacientes infectados pétseudomonas aeruginosasym aqueles que
apresentavam auséncia desta bactéria, ndo iderdific diferencas
significativas entre 0s grupos.

Estudos desenvolvidos por Linnane et al. (1998preed et al.
(2000) apresentaram aumento nas concentracdes dend@ exalado
de pacientes com FC (STEWART, KATIAL, 2007). Erdrdgb, a
maioria dos estudos tem observado baixos ou igiegss de NOx em
pacientes com FC, quando comparados a individuasiasais
(GRASEMANN et al., 2000; ROBROKS; ROSIAS; van DERIFT,
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2008; CHAPMAN; MORRISSEY; VASU, 2010; KEEN, 201(sta
diminuicdo no NOx pode ser considerada um indicgatie no
prognéstico da doenca (MATTOSCIO et al., 2010).

Estudos afirmam que existe um envolvimento de duesmas
caracterizadas como redutases de nitratos, astonitredutases
respiratorias NarA e NarG, encontradas no patogeraeruginosana
via de denitrificacdo no pulmédo, e que o0 soro deepées com FC,
apresenta antigenos especificos para estas en#inasT et al., 2008;
SCHOBERT; JAHN, 2010). Estes estudos complementaram
informacédo de que a desnitrificagdo no pulméo acapenas como um
processo gerador de energia, pela produgéo e &rmsdav(reducdo) do
produto intermediario, éxido nitricdoNO), um radical livre altamente
reativo, que é produzido pela enzima nitrito reseit@NirS) e reduzido a
Oxido nitroso pela o6xido nitrico redutase (NorCEHP(RO, 2007;
PULLAN, 2008; SCHOBERT; JAHN, 2010).

Estudo desenvolvido por Martin et al. (2010) apntése
resultados aumentados para niveis séricos da PCR6eimdividuos
adultos com FC, infectados p#&. aeruginosa Outro trabalho cujos
niveis de PCR encontraram-se acima dos valoresjadese foi
desenvolvido por Slobodianik et al. (2010) com fidngas portadoras
de FC néo hospitalizadas, com idade entre 3 mesg@seos.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar e correlacionar o estado nutricional, mdaras
inflamatérios e de estresse oxidativo, em criangasdolescentes
portadores de fibrose cistica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o estado nutricional pelos indices pes@pdade (P/I),
estatura-para-idade (E/I) e indice de massa capnerelacdo a idade
(Mmchy;



50

« Avaliar a composicéo corporal (% de gordura e massgra);

 Avaliar o estresse oxidativo medindo os niveigldéationa reduzida
(GSH), e das atividades enziméticas da catalasel'(@Aglutationa
peroxidase (GPXx);

» Avaliar a atividade da mieloperoxidase (MPO), rhétitos de éxido
nitrico (NOX) e proteina C reativa;

« Avaliar o dano protéico medindo os niveis de pnatearbonilada;

« Avaliar o dano lipidico por meio da peroxidacdmdica (TBARS).
4 SUJEITOS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo clinico controlado, realizado no Hospitéhhtil Joana de
Gusmao (HIJG), Floriandpolis, Brasil. Os pacierttes) diagnostico de
Fibrose Cistica sdo integrantes da Associacdo iCatse de
Assisténcia ao Mucoviscidotico (ACAM). Este estédam sub-projeto
do estudo sobre “Marcadores pré-inflamatérios, steeeseoxidativo e
de disfagia em fibrocisticos” financiado pelo CN@74945/2008-1).
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Semsanos do HIJG
(# 048/2009) (ANEXO A) e esta de acordo conWarld Medical
Association, Declaration of Helsinki(2008). Os familiares ou
responsaveis foram esclarecidos sobre a pesquasaliacées, e apos
terem assinado o Termo de Consentimento Livre &iesido (TCLE)
foram incluidos no estudo (APENDICE A).

4.2 PROTOCOLO DE PESQUISA

O protocolo de pesquisa envolveu o0s seguintes: ieiasle,
sexo, data de nascimento; data do diagnéstico dmcdp dados
antropomeétricos (peso, altura e dobras cutaneagitt, bicipital, sub-
escapular e supra-iliaca); exames bioquimicos (peanma, proteinas
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totais, albumina e creatinina), esteatdcrito e dvaitbgia wab de
orofaringe).
4.3 SUJEITOS

A populacdo de pacientes portadores de FC atendiold$lJG
compreendeu 101 criancas e adolescentes, dos d@aifgziam uso
cronico de antibiéticos e 2 apresentaram febre omento da coleta,
portanto, foram excluidos do estudo. Também foramluilas 5
criancas com idade inferior a um ano, considerddde minima para a
coleta, e 3 com diagndstico recente da doengcayopélo qual néo foi
repassado o contato, pelos profissionais da Iiggtiiy com justificativa
de danos psicolégicos; e 3 pais se recusaram dtjpeanparticipacao
dos filhos no estudo.

Muitos numeros de telefone para contato eram itexiss ou
ndo atendiam (11 criangas), e os demais ndo tiveramsultas
agendadas no ambulatério de acompanhamento nasetatque foram
realizadas as coletas de dados. Sendo assim, dranfosmada por
conveniéncia ndo probabilistica, foi composta gir@lividuos, sendo
55 portadores de FC e 14 controles com idade éitre 16 anos
incompletos, distribuidos entre os grupos (Figyra 2

4.3.1 Grupo Controle

O grupo controle foi selecionado entre os pacgent®
ambulatério de ortopedia do HIJ@ritérios de inclusdo:criancas e
adolescentes, sem diagndstico de fibrose cisticaera processo
inflamatério, pareadas em idade e sexo com o<cjpatites dos grupos
portadores de Fibrose Cistica e com diagnésticacianal de eutrofia.
Critérios de excluséo portadores de doencas inflamatérias (asma,
doencas inflamatdrias intestinais, doencas reuasjticneuroldgicas,
degenerativas, insuficiéncia renal e/ou diabetes,de antibiéticos e ou
horménios, drogas antiinflamatérias ndo hormoreis,6 meses antes
da coleta do estudo, pacientes com sintoma de R@ESE,
regurgitacdo de alimento, tosse freqiente).

4.3.2 Grupo Fibrose Cistica sem Infec¢éo por Bactiés Patogénicas
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Critérios de inclusdocriangas e adolescentes com diagndstico
de Fibrose Cistica, com comprometimento classifica@mo moderado
pelo Escore de Schwachman-Kulczycki (1958), emiag@b realizada
por profissional médico, estaveis clinicamente patmos 30 dias antes
da coleta dos dados, que ndo apresentem resultadexdme
bacteriolégico de swab de orofaringe, do momentealata, positivo
para as bactériaBseudomonas aeruginosaStaphilococus aureus
ComplexoBurkholderia cepaciaCritérios de exclusaoPacientes em
uso de antibiéticos no periodo, ou até um mésiantan dia de coleta e
aqueles em periodo de exacerbagdo pulmdefinida como a presenca
de pelo menos trés dos seguintes sintomas: tossensada, producéo
de esputo aumentada e/ou alteracdo na aparéntiq fidse de= 38°C
por pelo menos 4 h em um periodo de 24 h em maisndeocasiao na
semana anterior, frequiéncia respiratéria aumergaua dificuldade de
respirar, novas descobertas no exame do téraxefmmplo, chiados,
crepitacao, respiracdo ofegante) ou na radiogddidaorax, tolerancia
reduzida a exercicios, reducdo no volume expi@tdarcado no
primeiro segundo (VEF = 10% do valor anterior dentro dos ultimos 3
meses, absenteismo da escola devido a doencga aassamerior, perda
de peso> 1 kg ou 5% do peso corporal associada com anoeexia
ingestado reduzida da dieta.

4.3.3 Grupo Fibrose Cistica com Infec¢éo por Bactiés Patogénicas

Critérios de inclusdocriangas e adolescentes com diagnéstico de
Fibrose Cistica com comprometimento classificaden@anoderado
pelo Escore de Schwachman-Kulczycki (1958), emiag@b realizada
por profissional médico, estaveis clinicamente patmos 30 dias antes
da coleta dos dados, que tenham resultado do elaoterioldgico de
swab de orofaringe, positivo para as principais baagtdonsideradas
patogénicas para a doenPgeudomonas aeruginosaStaphilococus
aureus e Complexo Burkholderia cepacia Critérios de excluséo:
Pacientes em periodo de exacerbacdo pulmatefimida como a
presenca de pelo menos trés dos seguintes sinttmsas: aumentada,
producdo de esputo aumentada e/ou alteracdo né@naj@ado esputo,
febre de= 38°C por pelo menos 4 h em um periodo de 24 h eis de
uma ocasiao na semana anterior, frequéncia resgraiumentada e/ou
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dificuldade de respirar, novas descobertas no exdmédrax (ex.:
chiados, crepitacdo, respiracdo ofegante) ou negmdia do toérax,
tolerancia reduzida a exercicios, reducao no JFEW% do valor
anterior dentro dos Ultimos 3 meses, absenteismesdala devido a
doenca na semana anterior, perda de pesokg ou 5% do peso
corporal associada com anorexia e ingestdo reddaidigeta.

Grupo Controle | Grupo FC

(n=14) (n=35)

Bactérias Patogénicas para FC —
Psendomonas aerugionosa,
Staphilococus aurens,
Complexo Burkholderia Cepacea

Auséncia de infecgio por Pres:en(;a de 111fec9?10 pot
bactérias patogénicaspara FC | bactérias patogénicas para FC
@=27) (=18)
Presenca de Augéncia de
Paeruginosa (n=18) Paeruginosa (n=37)
Primo-infecioe Infecgdo
Nunca mfectados por | | infecgfo intermitente eréica por
bactérias patogénicas pot bactéﬁas Tantorias
paraFC (n=08) patogénicas para FC patogénicas para
(0=4]) FC(1=06)

Figura 2 - Grupos avaliados no estudo
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4.4 AVALIACAO NUTRICIONAL

4.4.1 Avaliacao Antropométrica

Medidas antropométricas foram tomadas, de acomp a
Organizacao Mundial de Saudé/drld Health Organization- WHO),
por um profissional treinado. O peso de crianca2aanos foi aferido
utilizando balanca digital pediatrica, marca Fidizo(Santo André, S&o
Paulo, Brasil) com capacidade méaxima 15 kg, resoluge 0,01 kg.
Para as criangas maiores, foi utilizada balancatatli®dK 50 F
(Balmak’, Santa Barbara d’Oeste, S&o Paulo, Brasil), cqadidade
méaxima de 150 kg e resolucdo de 0,1 kg. O pacientpesado em
jejum, com a bexiga vazia, sem sapatos e com rolgvas (WHO,
1995). O comprimento das criangas até 2 anos,bfidi@ com elas em
posicado deitada em decubito dorsal, a cabeca figadam auxiliar, os
joelhos estendidos e os pés formando um angul®@Yesthpregando-se
estadibmetro infantil graduado de 0 a 150 cm (lvgdo: 1mm), com
placa mével (Sanffy Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil) (WHO, 1995). Nas
criangcas maiores a estatura foi verificada por rdeiam antropémetro
(Alturaexatd, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), com escaéa
precisdo de 0,1cm. O paciente foi posicionado sabréase do
antropdmetro, estando descalco, ereto, com o pesorgo distribuido
igualmente sobre ambos os pés, colocando as suigefbiosteriores dos
calcanhares, as nadegas e a regido occipital emtca@om a escala de
medida e com a cabeca orientada de modo que admk#sao ficasse
perpendicular ao corpo, ou seja, paralela ao sSOloavaliado foi
orientado a inspirar profundamente e, em apnéipiredria, foi
mensurada a estatura em metro e com uma aproxinogc8al cm. A
referéncia para a mensuragdo foi o ponto mais ddtacabega com
pressdo suficiente para comprimir o cabelo. Forealizadas duas
medidas e, calculando-se a média aritmética elatsg(\&/HO, 1995).

A classificacdo do estado nutricional foi realizaldaacordo com
0s novos critérios adotados pela (WHO, 2006 e 20fifizando-se os
indicadores peso-para-idade (P/l), estatura-pa@eidE/l), peso-para-
estatura (P/E), e indice de massa corporal pataca i(IMC/l) (ANEXO
B).
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4.4.2 Determinacado das Dobras Cutaneas

As medidas foram realizadas segundo metodologiaMeO
(1995) por avaliador treinado, no lado direito dopo, com o avaliado
disposto em posicéo ereta. A circunferéncia dod(&@) foi obtida no
ponto médio lateral entre o ponto acromial da aded@ o olecrano da
ulna com uma fita métrica inelastica, com precid&o0,1 centimetro
(cm). O avaliado foi orientado a permanecer de qoén os bracos
estendidos livremente préximos ao corpo e com bsgsavoltadas para
as coxas. Foram realizadas trés medi¢Ges, sendidia mtilizada nas
andlises.

Foram aferidas as medidas da dobra cutanea taici(ixCT),
dobra cutanea bicipital (DCB), dobra cuténea swdmdar (DCSE) e
dobra cutanea supra-iliaca (DCSI), utilizando o @asso de Dobras
Cutanead.ange skinfold calipér (Beta Tecnology Corporated, Santa
Cruz, Califérnia, EUA), com escala em milimetrosnm(n Foram
realizadas trés medi¢fes no lado direito, sendirada a média entre as
trés medidas. DCT e DCB foram pingadas no pontoianéd braco,
sendo DCB na face anterior e DCT na posterior. ASBQoi pincada
abaixo do angulo inferior da escépula direita, sipradamente a 45° do
plano horizontal, e DCSI foi obtida obliquamente mtacdo ao eixo
longitudinal, na metade da distancia entre o Ultarem costal e a crista
iliaca, sobre a linha axilar medial.

A circunferéncia muscular do braco (CMB) foi cabmld pela
férmula apresentada no ANEXO C, onde constam tamdsfrmulas
para estimativa da area muscular e de gorduraoTavB quanto area
muscular do bragco (AMB) e &rea gordurosa do bra&@B) foram
analisadas de acordo com Frisancho (1981), sentdevados baixos
0s valores menores ou iguais ao perceftil 5

Para estimativa do percentual de gordura corponahrér das
dobras cutaneas foram utilizadas as formulas ptap@®r Weststrate e
Deurenberg (1988) de acordo com o sexo, e paraadtaria de 0 a 18
anos, a partir do somatério de quatro dobras: DXBI, DCSE, DCSI,
que reflete uma relagcdo entre percentual de gordurdensidade
corporal, e foi posteriormente comparada as taludawrmalidade para
0 percentual de gordura. As férmulas utilizadasaparcalculo da
densidade corporal e do percentual de gordura rpestéo
descriminadas no ANEXO D (WESTSTRATE; DEURENBERGS8).
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A quantidade de massa magra (kg), comparada catadis do estudo
de Weinsier et al. (1992).

4.5 SUPLEMENTACAO VITAMINICA

A suplementacdo das vitaminas A, D, E e K, queparée do
protocolo de tratamento destes pacientes, e seguilbses propostas
por Borowitz, Baker e Stallings (2002) estd na Tabé. A
suplementacéo de vitamina C, zinco e selénio oleedes valores
propostos por Cantin (2007).

Tabela 1- Quantidade de vitaminas lipossoluveis gaiplementacéo
propostas pelo Consenso Americano de Fibrose €imtic2006.

Idade Vitamina A VitaminaD Vitamina E Vitamina K

(U1 (Cl)) (Cl); (mg)
0al2 1500 40 - 50 40 a 50 0,3-0,5
mese
l1a3 5000 80 — 150 80 a 150 0,3-05

anne

4 a8 anos 5.000 a10.000 100 — 120 100 a 200 0,3-0,5
>8 anos 10.000 200 — 400 200 a 400 0,3-0,5

Fonte: BOROWITZ; BAKER; STALLINGS, 2002

De acordo com o protocolo de tratamento desta gdpeas
criancas com idade entre 1 e 3 anos recebem demtan2 ml do
suplemento vitaminico SourceE:EEurand Pharmaceuticals, Huntsville,
Alabama, EUA), cuja composi¢cdo quimica encontrasgdabela 2. Os
pacientes com idade entdee 10 anos recebem 1 dragea ao dia do
suplemento vitaminico ADEK's (Axcan Pharma, Birmingham,
Alabama, EUA),e os maiores de 10 anos recebem 2 drageas ao dia
deste mesmo suplemento, cuja composicdo quimicangaese na
Tabela 2.
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Tabela 2 — Composi¢do nutricional dos suplemenitasninico Source
CF’ e ADEK'S’.

SourceCF' ADEK’s"”

Cada porgéo contém @ ml/dia) (ldragea)

Vitamina A (retinol e beta-caroteno) (Ul) 9.254 Ul 11.502

Vitamina D (Ul) 1.000 800
Vitamina E (acetato de alfa-tocoferol) (Ul) 100 103
Vitamina K (fitonadiona) (Ul) 600 800
Vitamina C (ascorbato sodico) (mg) 90 90
Tiamina (vitamina B) (mg) 1 1
Riboflavina (mg) 1,2 1,2
Niacina (niacinamida) (mg) 12 12
Vitamina Bs (piridoxina HCI) (mg) 1,2 1,2
Vitamina By, (cianocobalamina) (mg) 8 8
Biotina (mcg) 30 30
Acido Pantoténico (d-Panthenol) (mg) 6 6
Zinco (gluconato de zinco) (mg) 10 10

Fonte: Bulas dos medicamentos Sourc8 ERDEK'S’

4.6 ESCORE DE SHWACHMAN-KULCZYCKI

O escore dShwachman-Kulczyckbi utilizado para classificar a
gravidade da doenca. Pontua atividades gerais, eexdimco, estado
nutricional e achado radioldgicos. Cada item amtase mesmo peso,
vinte e cinco pontos, e o total de cem pontos sgmta escore perfeito.
O paciente foi considerado com estado excelentdp apresentava
escore acima de 86, bom quando o escore estawng 85, médio
entre 56 e 70, moderado entre 41 e 55, e gravedquan40
(SHWACHMAN-KULCZYCKI, 1958) (ANEXO E).
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4.7 AVALIACAO DA FUNCAO PULMONAR

A funcdo pulmonar foi avaliada com espirbmetro i@or
Bennett Corporatidf), modelo Renaissance Spirometry System
(Wilnington-NC, USA), segundo recomendacdes da AcaarThoracic
Society. A obstrucéo respiratoria foi avaliada pelalores do Volume
Expiratério Forcado no primeiro segundo (MEPELLEGRINO et al.,
2005).

4.8 DETERMINACOES BIOQUIMICAS NA AVALIACAO CLINICA

As amostras sanguineas para as determinacg8esrhiogsiforam
coletadas com o paciente com 10 h de jejum, comgsex e agulhas
descartaveis na veia cubital. O sangue foi coletaelo laboratorio
prestador de servicos ao Hospital Infantil Joanasdemao, Ciéncia
Laboratério Médico Ltd& As andlises laboratoriais foram realizadas
imediatamente apds a coleta, no soro (com excegdoethograma).
Para obtencdo do mesmo, as amostras foram incubk@damutos em
banho-maria a 37°C e posteriormente centrifugada8Gd RPM por 10
minutos.

4.8.1 Proteina Total, Albumina e Creatinina

A proteina total foi analisada no soro pelo métBiaoeto, com
valores de referéncia de 6,0 a 8,0 g/ dL (GORNABKRDAWILL;
DAVID, 1949). A albumina foi determinada pelo métosglerde de
bromocresol, utilizando o Kit Labtest Diagnésﬁpapor meio de
colorimetria, sendo o valor de referéncia de 3,55,& g/ dL
(ASHWOOD; BURTIS, 1996). A creatinina foi determitzausando-se
0 método automatico cinético no aparelho Alcyon BbBot. A faixa de
normalidade da creatinina é de 0,4 a 1,3 mg/ dLRBI$; ASHWOOD,
2001) .
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4.8.2 Hemograma

O hemograma foi analisado no sangue total pelodonétemi-
automatizado. Os valores de referéncia (ASHWOODRBIS, 1996;
MCPHERSON; PINCUS, 2006; WALLACH, 2003) para osdécitos,
neutrofilos segmentados e linfécitos sdo apreseatad Tabela 3.

Tabela 3— Valores de referéncia de biomarcadores cliniogpitalares

Analise Laboratorial Valor de Faixa Etaria
Referéncia

Hemacias (mL/mr 42-56 1 - 18 anos
Hemoglobina g/dL 12,5-16,1 6 meses a 18 anos
Hematocrito (%) 36 — 47 6 meses a 18 anos
Leucécitos (p/mr) 4.000 a 10.000 6 meses a 18 anos
Neutrofilos 1.000 - 6.000 1-2anos
segmentados (p/min 1 200 - 6,000 2 -9 anos

1.300 - 6.000 9 - 17anos
Linfécitos (p/mnf) 1.800 - 9.000 1-2anos

1.000 - 5.500 2 -9 anos

1.300 - 3.500 9 - 17anos
Mondcitos (p/mm) 0 a 1000 1-18 anos

Fonte: ASHWOOD; BURTIS, 1996; MCPHERSON; PINCUS, 0@0
WALLACH, 2003.

4.8.3 Teste Sudam Il e Esteatdcrito

O Teste Sudam Il e Esteatdcrito avaliaram a peelgordura
fecal. O teste SUDAM I, identificou a presencaauséncia de gordura
nas fezes (SILVEIRA-JUNIOR, 1988) e o teste de &étito,
realizado pelo métodBhuapradit,avaliou o percentual de gordura nas
fezes, sendo considerados adequados valores mefer@04% (MELO;
SILVEIRA, 1995; VALLADA, 1988).
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4.8.4 Determinacédo bacteriolégica

As amostras de escarro expectorado foram obtidasnp&nha,
tendo o paciente sido orientado para higiene grahas com agua. A
amostra foi coletada com o auxilio de smab estéril, introduzido na
cavidade orofaringea, diretamente em um frascailed& boca larga,
apos esforco de tosse profunda. O material foigasrdo logo apds a
coleta, segundo metodologia de Gilligan (2006).

A avaliacdo foi feita pelo exame microscopico der@rcujos
homogeneizados formados a partir de 0,5 mL da popcéiulenta do
escarro adicionado a 1 mL de solugéo salina eféain inoculados em
uma placa contendo agar sangue de carneiro (A®@) placa contendo
agar chocolate (ACH) suplementado com 0,1% de textta levedo
(Oxoid, Séo Paulo, Brasil) e com 20 pg/mL de ni@tiida adenina
dinucleotideo (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil)tra placa contendo
0 meio &gar eosina azul de metileno (EMB) e unimaltontendo meio
seletivo pardB. cepacia'(BCSA) (MCPHERSON; PINCUS, 2006).
Uma das placas de ASC e a de ACH foram incubadasis@ncia de
oxigénio (sistema GasPak, Becton Dickinson, MagjaBUA) para
impedir eventual crescimento de bactérias aer&msastas. As placas
restantes foram incubadas em aerobiose a 35°C,ire@@s apos 48h,
mantidas a temperatura ambiente, e reexaminadaapdés 48h.

A partir dessas amostras foi possivel estabelaoeescore para
infeccdo, no qual a contagem para patégenos igusdra indicava
auséncia de infeccdo, e a contagem mista de flmhon colénias
isoladas numa escala <*lnidades formadoras de coldnias (ufc)/mL,
ou > 10° (ufc)/mL, caracterizava presenca de infeccéo para

4.9 AVALIACAO DE MARCADORES INFLAMATORIOS E DE
ESTRESSE OXIDATIVO

Amostras de sangue (8 mL) foram colhidas a vacunaubo
contendo anticoagulante EDTA para realizacdo dagdys da GSH,
CAT, GPx, PC, TBARS, MPO, PCR e NO. Aliquotas degs& total
foram precipitadas em &cido tricloroacético (TCA (1:4, viv) e
estocadas imediatamente em nitrogénio liquido Q)0 até a
realizacdo da andlise de GSH. A separacédo dodaiits e plasma foi
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realizada pela centrifugacdo a 2.50@wante 10 minutos do sangue
total, obtendo-se a fracdo plasmatica e eritrdcikssamostras foram
estocadas em freezer a -80°C, com excecdo do plasizado para
analise do TBARS, que foi estocado em nitrogéwjoidio (-170°C), até
a realizacdo das andlises. Para obtencdo dos badusi utilizados nas
analises de CAT e GPx, os eritrocitos foram lavadogezes com
solucdo salina e depois centrifugados (5.@®or 3 min) para
posteriormente sofrerem lise por sucessivos cangEitos e
descongelamentos. Uma dltima centrifugacdo (5.0@or 5 min)
forneceu o sobrenadante (hemolisado).

4.9.1 Glutationa Reduzida (GSH)

A concentracdo de GSH no sangue total foi detehainzelo
método de Beutler, Duron e Kelly (1963). A adic&02 mL de acido
nitrobenzdico (DTNB) 2.525 mM nas cubetas conteddgd mL de
tampéao fosfato 0,8M, pH 8,0 e 0,1 mL do extratal@¢D,2 mL de TCA
a 12% e 0,8 mL de sangue total), permitiu apdsrutos, a obtencédo da
formagdo maxima do anion tiolato (TNB), de cor astar foi
mensurada a 412 nm, em espectrofotdmetro GBC UViwd8elo 916
(Sidney-Nova Gales do Sul, Australia). As conceyites foram
expressas em pmol/ nde glutationa reduzida.

4.9.2 Catalase (CAT)

A CAT foi determinada nos hemolisados utilizandmsaétodo
descrito por Aebi (1984). Este ensaio quantificavedocidade de
decomposicdo do peroxido de hidrogénio em 240 nela pnzima
presente na amostra. Nesta determinacéao foramagdiils 3 mL de uma
solucéo de perdxido de hidrogénio 10 mM em tamp&éafo 50 mM,
pH 7,0, preparada e titulada no dia da analisejah fgi adicionado 30
puL da amostra e o valor da constante (k) de veldeidia atividade da
enzima, calculado nos segundos iniciais, utilizardpectrofotbmetro
GBC UV/VIS modelo 916 (Sidney-Nova Gales do Sul,stalia).
Todas as amostras foram analisadas em duplicaa/@ares expressos
em mmol HO»/ min/ mL.



62

4.9.3 Glutationa Peroxidase (GPx)

A Glutationa peroxidase (GPx) foi dosada utilizando
espectrofotdbmetro GBC UV/VIS modelo 916 (Sidney-BldBales do
Sul, Austrélia), a 340 nm pelo sistema de glutatioNADPH/
glutationa redutase pela dismutac&o do tercbutdpieroxido (FLOHE;
GUNZLER, 1984). Todas as amostras foram analisadaduplicata e
os valores expressos emol/ min/ mL.

4.9.4 Determinacédo da Lipoperoxidacao

As substancias que reagem com o 4cido tiobarhitaric
(TBARS) foram medidas no plasma dos individuose€et usado para
avaliar o dano celular foi baseado no trabalho ridlespor Ohkawa,
Oshishi e Yagi (1979), e Bird e Draper (1984). @spta foi precipitado
pela adicdo de acido tricloroacético (TCA) 12% eitaap
vigorosamente por 5 segundos (1 mL de TCA a 12% péOulL da
amostra). Em seguida, foi incubado por 60 minutd®@@®C na presenca
de 0,9 mL de tampéo Tris-HCL 60 mM, pH 7,4 (0,1 DATA) e 1 mL
de &cido tiobarbitirico (TBA) 0,73%. Apés a incuago material foi
resfriado durante 30 minutos a 5°C, e posterioreneentrifugado. A
leitura foi realizada em 535 nm, em espectrofotéon&@BC UV/VIS
modelo 916 (Sidney-Nova Gales do Sul, Australia)oe valores
expressos em nmol/ mL.

4.9.5 Determinagéo da Proteina Carbonilada (PC)

Oxidacdo de proteinas foi quantificada em niveispdieina
carbonilada de acordo com o método de Levine €tL800), baseado
em deteccdo espectrofotométrica do produto finaredgdo do 2,4-
dinitrofenilhidrazina com a proteina carboniladaapformar proteina
hidrazonas em 370 nm, sendo os resultados expressasnoles por
miligrama de proteina, usando= 22 pmol L™ cm®. Leitura realizada
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em espectrofotdmetro GBC UV/VIS modelo 916 (Sidiheya Gales
do Sul, Austrélia).
4.9.6 Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Volumes de 10@L de soro foram transferidos para cubetas e a
reagdo bioquimica foi iniciada com a adicdo de |[36@e meio tampéo
(0,167 mg/ mL de o-dianisidina 2 HCL e 0,0005% d®# (RAO et al.
1993). Apds 15 min de incubacdo, a temperaturaiesmd) a reacao
enzimética foi interrompida com a adicdo de [ @0de azida sodica
(1%). A seguir, as amostras foram centrifugadas solorenadante
transferido em cubetas, para posterior leituraddasidades o6ticas (450
nm) em espectrofotdbmetro Organon Teknika (Roselhd-EUA).
Curvas-padrdo com concentragfes conhecidas dapmieladase (0,7-
140 mU/ mL) também tem suas densidades Opticagnuataas,
permitindo a quantificagdo dos valores desconhsaédo mU/ mL, com
o0 auxilio da equacgéao da reta.

4.9.7 Proteina C Reativa (PCR)

A dosagem da proteina C reativa foi feita pelo chétae
nefelometria. Particulas de poliestireno revestidas um anticorpo
monoclonal especifico contra a PCR humana, quarnstnadas com
amostras que contém PCR, formam aglutinados queerdsm a luz
aglutinada. O resultado é avaliado por comparagao &m padrao de
concentracdo conhecida. Equipamento: Behring Nefti® BN 2
(Dade Behring, Germany, sensibilidade de 3mg/L)spoo. Valores
expressos em mg/ L. Valores de referéncia no méto8mg/L.

4.9.8 Metabdlitos do Oxido Nitrico (NOXx)

A determinacdo dos metabdlitos de Oxido nitrico XINQoi
realizada no soro pela mensuracéo das concentrdedagito (NO2 -)
e nitrato (NOS3 -), utilizando a reacdo de Griesgfarme a metodologia
descrita por Green et al. (1982). A reacdo foi tifiemda pela da
medida da densidade 6tica (543 nm) em leitor deSEL(Organon-
Teknica, - Roseland-NJ, USA). Resultado expressprani/L.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

A digitacdo de todos os dados foi realizada emichtpl para
comparacédo e deteccdo de possiveis erros. Os car@paoincidentes
foram conferidos nos originais e retificados.

Anteriormente a analise estatistica, foi aplicadoteste de
normalidade e homogeneidade dos dados, Kolmogaromn8ff, sendo
entdo aplicado o teste estatistico apropriado.dveis continuas foram
expressas em média e erro padrdo da média, semasse distribuicdo
normal, ou intervalo interquartil (IQ) (25 a 75%)amdo a distribuicéo
foi ndo normal. Variaveis categoéricas foram apresias por freqiéncia
de distribuicdo. A diferenca entre as médias nopay foi verificada
por Kruskal Wallis seguida do testgost-hoc de Tamahne, para
observar a significancia da diferenca de médiadatios 0s grupos.

Os indices antropomeétricos recomendados para fidagéio da
WHO (2005/2006) foram calculados no programa WHQh#mn Plus
(2008). Os softwares Microsoft Ex€egMicrosoft Office XP, Redmond,
Washington, USA) e Statistical Package for the &o8cienc& for
Windows (SPSS Inc, 2006, Chicago, IL, USA) (verddn0) foram
utilizados para as analises dos dados, sendo adatgaificancia
minima de 5% (p < 0,05).
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5 ARTIGO ORIGINAL

Marcadores Inflamatérios e de Estresse Oxidativo em
Criancas e Adolescentes com Fibrose Cistica

RESUMO

Este estudo avaliou os marcadores inflamatorics esttesse oxidativo,
proteina C reativa (PCR), atividade da enzima mieoxidase (MPO),
metabolitos do éxido nitrico (NOx), niveis da ghibna reduzida
(GSH), glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAdg, proteina
carbonil (PC), e de substancias que reagem ao d&idlarbiturico,
(TBARS), associando-os com o estado clinico de ncaa e
adolescentes com Fibrose Cistica (FC). Consistiwstnrdo clinico em
55 pacientes com FC, idade mediana de 5,62 andsrgimartil
IQR=2,25-7,83). Grupo controle (GC) (n=14) sem FQoemais para o
peso, idade mediana de 3,83 anos (IQR=2,25-7,&3d& nutricional
prevalente foi eutrofia sem diferenca entre os ggUpC e GC, escores-
Z médios: peso-para-idade= -0,21+0,25 e de -0,24+@&statura-para-
idade de -0,69+0,44 e -0,51+0,23, e IMC-para-iddee),780,34 e -
0,28t0,20. No grupo FC em relagdo ao GC observa-se snivei
aumentados de TBAR$<0,031), PC (¢=0,031) e MPO #=0,001), e
niveis diminuidos da GSHy€0,001) e GPxp=0,024). Considerando os
aumentos referidos no TBARS, PC e MPO, e a dimiruitos niveis de
GSH, é sugerido um quadro de estresse oxidativg E€&Emico nos
pacientes com FC, porém, aparentemente a presengdedcdo nao
implicou, bem como os periodos de infeccdo bactariado foram
determinantes no estabelecimento e/ou exacerbacg®d

Palavras chave:Fibrose cistica. Biomarcadores. Inflamacdo. Estres
oxidativo. Antioxidantes. Criancas. Adolescentes
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Introducéo

A exacerbacdo na producdo de oxidantes e do
comprometimento das defesas antioxidantes conduaenestresse
oxidativo (EO) em pacientes com Fibrose Cistica)(FC2,3]. A
producdo excessiva de radicais livres ocorre graloiente devido as
anormalidades no transporte de ions nas vias asSpas [4]. A fibrose
presente nos pulmdes contribue para a secrecaace espesso pelas
glandulas submucosas [5]. Com os ductos obstruidopulmdes estéo
predispostos a ter infecgbes, por presenca de izaf@o bacteriana
cronica, prioritariamente pd?Pseudomonas aeruginosa e Staphilococus
aureus[6,7,8,9]. Alterac6es pulmonares contribuem pasumento do
metabolismo energético, em parte pelo aumentoatbaltio respiratorio,
e severidade da infeccdo pulmonar, o que favorefei&hcias nos
fatores antioxidantes [10], e o estabelecimentsumutricdo na FC
[11].

O tripeptideo glutationa reduzida (GSH), presemefluido
epitelial do trato respiratério inferior, constituina das primeiras linhas
de defesa antioxidante para proteger o tecido mamale toxinas
inaladas e manutencdo da producdo de surfacta@ie @ tecido
pulmonar é particularmente vulneravel ao ataqudatixio, por inalagéo
do oxigénio puro, toxinas do ar, e liberacdo deéeisg reativas de
oxigénio por fagécitos [13,14]. As concentracdes gligtationa sao
marcadamente diminuidas nos fluidos de revestimemitelial de
pacientes com FC (cerca de 5-10% do normal) e plasamguineo
(cerca de 50% do normal) [15,16,17]. Investigacties contribuido
para a compreensdo da importancia do papelCgstic Fibrosis
Transmembrane Regulato(CFTR) como regulador celular do
transporte de glutationa [18,19]. A CFTR poderaarestiretamente
envolvida na regulacdo da homeostase de GSH nododlude
revestimento epitelial na exportacdo apical de G8Hdisfuncao
causada na CFTR diminui o transporte da GSH pame extra-
celular por meio das membranas das células estflia,18,19].

Dos seis tipos de enzimas glutationa-peroxidagé®x)
conhecidas, quatro tém papel antioxidante em todasompartimentos
das células e intersticios [20]. Esta familia deireas possui uma
caracteristica importante, apresentando um residumsteina contendo
selénio covalentemente ligado ao restante da epzématuam na
reducdo do peréxido de hidrogénio, lipideos e Ipdréxidos de
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fosfolipideos, diminuindo a propagacdo de radidimi®s e espécies
reativas de oxigénio. Também reduzem hidroperéxidermediarios

nas vias da cicloxigenase e da lipoxigenase e d&nina producao de
prostaglandinas e leucotrienos inflamatérios [B3dulam ainda, a
reducdo do peréxido de hidrogénio e a producéougersdxido [21],

utilizando o GSH como doador de elétrons para ag&ul O tripeptideo
glutationa, apos ser oxidado, pode retornar a aunaaf reduzida através
da acdo da enzima glutationa redutase (GR) [2142&in destes

antioxidantes, tem-se a enzima catalase (CAT), @iea na

decomposicdo do peroxido de hidrogénio a oxigéniédgaa. Esta
enzima € encontrada principalmente no peroxissom@anela

responsavel pela desintoxicacao celular, oxidaghdaidos graxos de
cadeia longa e que é fonte de perdxidos organpecodutos carbonilicos
e oxigéniosinglete[23].

As espécies reativas de oxigénio destroem as nagabr
lipidicas celulares, e os produtos da peroxidagaimida tém sido
detectados no ar exalado, e amostras de sangdériperie urina de
pacientes com FC [24].

Durante o estresse oxidativo, ocorre fragmentdg&acadeias e
oxidacdo de muitos aminoacidos, com producdo de postos
carbonilados. Além disso, processos reversiveiexitacdo e reducéo
podem ocorrer nas proteinas que contém sitiosgeedo com metais,
produzindo sinais que sdo reconhecidos por prateasgulares
especificas que destroem tais proteinas sinaliZa8ag6].

Dada a presenca sistematica de infeccdo na dgemgenar
FC, o acompanhamento desse processo por meio dmdoegs de
estresse oxidativo podem desempenhar um papel rherdal na
progressao da doenca e acompanhamento do estaido.cli

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avddiamarcadores
de estresse oxidativo tais como a glutationa reldu@SH), glutationa
peroxidase (GPx), catalase (CAT), proteina carbdRiC), substancias
gue reagem ao acido tiobarbitdrico, (TBARS), atdd da enzima
mieloperoxidase (MPO), metabdlitos do éxido nitr{dtDx), proteina
C reativa (PCR) e associa-los com o estado clidieocriangcas e
adolescentes com FC.

Materiais e Métodos

Amostra do Estudo
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Cinquenta e cinco criancas e adolescentes queantinh
diagnostico de FC (n= 26, sexo masculino e n= &8 $eminino) com
idade mediana de 5,62 anos (intervalo interqué@R) 3,43 - 9,14)
participaram de um estudo clinico, entre mar¢o-2008tubro-2010. A
populacdo fazia parte da Associacdo Catarinensédsdesténcia ao
Mucoviscidético (ACAM) do Hospital Infantil Joanae dGusmao,
Florianopolis, SC, Brasil. Este estudo foi aprovadtn Comité de Etica
do Hospital (#048/2008) e estava de acordo coWald Medical
Association-Helsinki Declaratiof27]. Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) foi assinado pelos responsavé.periodo do
estudo, o ambulatdério dos mucoviscidéticos tinhd pacientes em
atendimento, dos quais, foram excluidos: 10 com c$mico de
antibidticos, 02 com febre no momento da coletac@s idade menor
um ano, 03 com problemas psicoldgicos, 03 recuZagor falta de
contato.

Foram estudados quatorze controles, com idade ererg6 anos
incompletos, e mediana de 3,83 anos (IQ 2,25 -) 783 10, sexo
masculino e n= 04, sexo feminino) sem fibrose cdsé sem processo
inflamatério, normais para o peso, e pareados auaeic sexo com 0
grupo FC. Excluiu-se os individuos portadores dendas inflamatorias
(asma, doencas inflamatérias intestinais, doencasmadaticas),
neuroldgicas, degenerativas, insuficiéncia rermal diabetes melito, uso
de antibiéticos e ou hormonios, drogas antiinflamas ndo hormonais,
até 6 meses antes da coleta.

O grupo FC foi caracterizado pela bacteriologidizada, no
momento da coleta de dados, de acordo com a geesee
microorganismos patogénicos para FBseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Complexo Burkholderia cepadém destas
bactérias pesquisou-se a presenca tHaemophilus influenzae,
Stenotrophomonas maltophila, Aspergilus fumigatuacromobacter
xylosoxidans e micobactérias atipicas. Classificados da ségui
maneira: Nunca infectados por bactérias patogénicas para FC
pacientes que nunca apresentaram culturas positicirs
microorganismos patogénicos para Feximoinfeccdo - primeira
cultura positiva para microorganismos patogénmars FC,nfeccéo
Intermitente - Infeccbes, por mesma bacteria patogénica, @@ n
atingiu a frequéncia de trés episédios em sa&ses, dnfeccéo
Crbnica - trés culturas positivas, com intervalo majoe um més
entre elas, em um periodo de seis meses, pesman bactéria
patogénica.
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Dados clinicos

O prognostico da doenca foi avaliado pelo Escore de
Shwachman-Kulckzyck (1958) [28]. Este escore, asdo para
classificar a gravidade da doenca, pontua as atlefl gerais tais como
exame clinico, estado nutricional e achado radiob®y Cada item
apresenta 0 mesmo peso, vinte e cinco pontospwlodie cem pontos
representa escore perfeito. O estado do pacientecdosiderado
excelente quando o escore foi acima de 86, bomdguarescore estava
entre 71 e 85, médio entre 56 e 70, moderado éhtee55, e grave 40
[28]. Considerou-se ainda a idade do diagndsticdodsaca.

Suplementacgédo vitaminica

A suplementacdo das vitaminas A, D, E e K, eraepa
protocolo de tratamento destes pacientes, e seguilpses propostas
por Borowitz, Baker e Stallings (2002) [29]. A smiplentacdo de
vitamina C, zinco e selénio obedeceu aos valor@gogtos por Cantin
(2007) [30].

Avaliacdo da Funcao Pulmonar

A funcédo pulmonar foi avaliada com espirbmetroRlaitan-
Bennett Corporatioh modelo Renaissance Spirometry System
(Wilnington-NC, USA), de acordo com as recomendagi@American
Thoracic SocietyA obstrucao respiratéria foi avaliada pelos wedodo
Volume Expiratério Forcado no primeiro segundo (Y)HB1].

Microbiologia

A microbiologia foi avaliada por procedimentos s
clinicos, e as amostras foram coletadas por piofissde enfermagem,
com o paciente em jejum de 10 horas. O escarrogpbagteriologia foi
coletado com o auxilio de uswab estéril, introduzido na cavidade
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orofaringea, diretamente em um frasco estéril deabarga, apos
esforco de tosse profunda. O material foi processagb apés a coleta,
segundo metodologia de Gilligan et al. (2006) [82jdo avaliado pelo
exame microscopico de Gram, cujos homogeneizadosfios a partir
de 0,5 mL da porgéo purulenta do escarro adicioaadonL de solucéo
salina estéril foram inoculados em uma placa calitéigar sangue de
carneiro (ASC), uma placa contendo agar chocolateCH
suplementado com 0,1% de extrato de levedo (@x(ﬁéo Paulo, SP,
Brasil) e com 20 pg/mL de nicotinamida adenina dieatideo (Sigma-
Aldrich”, S3o Paulo, SP, Brasil), outra placa contendo @ ragar
eosina azul de metileno (EMB) e uma Ultima contend@o seletivo
para Complexdurkholderia cepacef83]. Uma das placas de ASC e a
de ACH foram incubadas na auséncia de oxigénite(ss GasPak,
Becton Dickinson, Maryland, EUA) para impedir eweltcrescimento
de bactérias aerdbias estritas. As placas restéorg®s incubadas em
aerobiose a 35°C, examinadas apés 48h, mantidasmaetatura
ambiente, e reexaminadas apds outras 48h. A pagsas amostras, foi
possivel estabelecer um escore para infeccéo, aloagecontagem para
patégenos igual a zero indicava auséncia de infeogda contagem
mista de flora oral ou colénias isoladas numa aseallG unidades
formadoras de colénias (ufc)/ mL, og 10° (ufc)/mL, caracterizava
presenca de infeccdo para FC.

Avaliacao nutricional

Avaliacdo antropométrica foi realizada de acordm @World
Health OrganizatiofWHO) [34], por um profissional treinado. O peso
de criancas até 2 anos foi tomado na balanca ldigédiatrica -
Filizola” (Santo André, S&o Paulo, Brasil) com capacidaddmedl5
kg, resolucdo de 0,01 kg e as criancas maioresacbatanca digital BK
50 F (Balmak, Santa Barbara d'Oeste, Sdo Paulo, Brasil), de
capacidade méaxima de 150 kg e resolucdao de 0,13Kkd [O
comprimento das criancas até 2 anos, foi obtido estadiémetro
infantil graduado de 0 a 150 cm, resolucdo: 1 mam(1§>, Sao Paulo,
S&o Paulo, Brasil) Nas criangas acima de 2 anstatue foi verificada
com antropémetro (AlturaexataBelo Horizonte, Minas Gerais, Brasil),
de escala precisdo de 0,1 cm [34]. O protocolouiaclpaciente em
jejum, bexiga vazia, sem sapatos e roupas levemdDe de massa
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corporal (IMC) foi calculado pela férmula: IMC= RJ¢, sendo P=
peso, em quilogramas, e A= altura, em metro elevamlquadrado,
(kg/mf). O estado nutricional foi diagnosticado pelo IMEgundo a
WHO (2006, 2007) [35,36]. Para afericdo da medilaictunferéncia e
das dobras cutaneas utilizou-se fita métrica itiescom precisdo de
0,1 centimetro (cm) e 0 Compasso de Dobras Cutadrasge skinfold
calipef (Beta Tecnology Corporated - Santa Cruz, CaliriUA),
com escala em milimetros (mm). Para a circunfesémiciquial (CB) e a
dobra cutanea tricipital (DCT) utilizou-se os valerde referéncia
segundo Frisancho (1981) [37]. As dobras cutanéapital (DCB),
subescapular (DCSE) e supra-iliaca (DCSI) foranrid#e para o
posterior calculo de percentual de gordura corpémam calculados os
valores em quilogramas da massa gorda e massa rfzgjraA
guantidade de massa magra (kg), foi comparada satados do estudo
de Weinsier et al. (1992) [39].

Parametros clinicos

O sangue foi coletado com jejum de 10 h. Os dados
bioquimicos avaliados e seus respectivos valoregfdeéncia foram a
hemoglobina (11,5 - 14,5 g/ dL), hematdcrito (383%), leucocitos
(4000 — 12.000/mf), neutréfilos segmentados (1200 - 6.000/nem
linfécitos (1000 — 5.500/mi foram determinados pelo método semi-
automatizado [33, 40,41]. A proteina total foi &ada no soro pelo
método Biureto, com valores de referéncia de 68)0ag/dL [42]. A
albumina (3,5 a 5,5 g/ dL) foi utilizado o Kit Laist Diagnéstica
(Lagoa Santa, MG, Brasil) e avaliada por meio drooetria do
equipamento Cobas Mira equipment (RS¢h®io de Janeiro, RJ,
Brasil) [43]. A creatinina foi determinada usando-® método
automatico cinético no aparelho Alcyon @O@\bbot, Goiania, GO,
Brasil). A faixa de normalidade adotada foi de ®,4,3 mg/ dL [42,32]
[33,44].

Biomarcadores de estresse oxidativo e inflamacgéo

Amostras de sangue (8 mL) foram colhidas a vacuaubo
contendo anticoagulante EDTA para realizacdo dagdym da GSH,
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CAT, GPx, PC, TBARS, MPO, PCR e NO. Aliquotas degse total
foram precipitadas em &cido tricloroacético (TCA (1:4, viv) e
estocadas imediatamente em nitrogénio liquido Q)0 até a
realizacdo da andlise de GSH. A separacé@o doéc#ils e plasma foi
realizada pela centrifugacdo a 2.50@wante 10 minutos do sangue
total, obtendo-se a fracdo plasmatica e eritrGck@s amostras foram
estocadas em freezer a -80°C, com excecdo do plasizado para
andlise do TBARS, que foi estocado em nitrogéwjoidio (-170°C), até
a realizacdo das andlises. Para obtencdo dos badusi utilizados nas
analises de CAT e GPx, os eritrocitos foram lavadogezes com
solugcédo salina e depois centrifugados (5.@@®or 3 min) para
posteriormente sofrerem lise por sucessivos cangEitos e
descongelamentos. Uma Ultima centrifugacdo (5.0@or 5 min)
forneceu o sobrenadante (hemolisado).

Glutationa Reduzida (GSH)

A GSH foi determinada pelo método de Beutler et{(H63)
[45] no sangue total. A obtencédo da formacdo maximaénion tiolato
(TNB), de cor amarela, € mensurada a 412nm, enciesfedmetro
GBC UV/VIS modelo 916 (Sidney-Nova Gales do Sul,stdlia), e
suas concentragdes expressas em pmotlenglutationa reduzida.

Catalase (CAT)

A CAT foi determinada nos hemolisados utilizando-s
método espectrofotométrico descrito por Aebi (1984)], ensaio que
gquantifica a velocidade de decomposicdo do perda@bidrogénio em
240 nm, pela enzima presente na amostra. O valorodatante de
velocidade da atividade da enzima (k) foi calculads segundos
iniciais, e os valores expressos em mmgH min/ mL.

Glutationa Peroxidase (GPx)
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A GPx foi dosada a 340 nm por espectrofotomeipip
sistema de glutationa NADPH/ glutationa redutada pgesmutacdo do
tercbutilhidroperéxido [47], e os valores expressimgimol/ min/ mL.

Biomarcador de Lipoperoxidagéo

As substancias que reagem com o &cido tiobarbitari
(TBARS) foram medidas no plasma dos individuose§et baseou-se
no trabalho descrito por Ohkawa, Oshishi e Yag| g®8ird e Draper
(1984) [49]. O plasma foi precipitado pela adicde dcido
tricloroacético (TCA) 12%, incubado por 60 minutas100°C na
presenca de 0,9 mL de tampéo Tris-HCL 60 mM, pH (0,4 mM
DPTA) e 1 mL de &cido tiobarbitarico (TBA) 0,73%pds a incubacéo,
o material foi resfriado durante 30 minutos a 5&Cposteriormente
centrifugado. A leitura foi realizada no especttdfioetro a 535 nm, e os
valores expressos em nmol/ mL.

Biomarcador de oxidacdo de proteinas

A proteina carbonilada foi determinada de acordm
método de Levine et al. (1990) [50]. O produto [fida reacéo do 2,4-
dinitrofenilhidrazina com a proteina carboniladarnfando proteinas
hidrazonas em 370 nm, foi detectado utlizando-sen u
espectrofotbmetro GBC UV/VIS modelo 916 (Sidney-BldBales do
Sul, Austrdlia). Os resultados foram expressos mwles por miligrama
de proteina, usando= 22umol L™ cnt.

Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

A MPO foi medida no soro de acordo com o método
desenvolvido por Racet al. (1993) [51], estimado pela medida
colorimétrica a 450 nm, utilizando-se leitor de &AI (Organon
Teknika - Roseland-NJ, USA). Resultados foram esqoe como mU/
mL.
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Metabolitos de 6xido nitrico (NOX)

O NOx foi obtido no soro pela mensuragdo das curagdes
de nitrito (NO27) e nitrato (NO3"), utilizando a reacdo de Griess,
conforme a metodologia descrita por Green et 8BZ1[52]. A reacao
foi quantificada pela medida da densidade 6tic8 (%) em leitor de
ELISA (Organon-Teknica, - Roseland-NJ, USA). Reglds expressos
empumol/L.

Proteina C reativa (PCR)

A PCR foi dosada pelo método de nefelometria earedipo
BN Il (Dade Behring, Germany, sensibilidade de 3rhp/no soro.
Resultados expressos em mg/ L.

Andlise Estatistica

A digitacdo de todos os dados foi realizada enlichtp para
comparacédo e deteccéo de possiveis erros. Os car@ipapincidentes
foram conferidos nos originais e retificados. Gfides antropométricos
recomendados para classificacdo da WHO (2006/2[33/35] foram
calculados no programa WHO Anthro Plus (2008) [B3iteriormente a
analise estatistica foi aplicado teste de norm@dida homogeneidade
dos dados, Kolmogorov Smirnoff, sendo entdo apticanl teste
estatistico apropriado. Variaveis continuas forapressas em média e
erro padrdo da média, quando tinham distribuic@igétsica, ou por
intervalo interquartil (1Q) (25 a 75%) quando a tdmiicdo era
assimétrica. Variaveis categoricas foram apresasatpdr freqiiéncia de
distribuicdo. A diferenca entre médias entre opgsufoi verificada por
Kruskal Wallis, seguidas do tesgeost-hoc de Tamahne, quando
necessario observar a significancia da diferengadlfia entre todos os
grupos. Os softwares Microsoft Excel® (Microsoft ficd XP,
Redmond, Washington, USA) e Statistical Package tf@r Social
Science® for Windows (SPSS Inc, 2006, Chicago,USA) (versao
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16.0) foram utlizados para as andlises dos dadesdo adotada
significancia minima de 5% (p< 0,05).

Resultados

Caracteristicas da amostra do estudo

A distribuicdo dos grupos por idade foi homogémpeaém, por
sexo apresentou proporgcdo heterogénea, com pre@iocrando sexo
feminino em ambos os grupos: Grupo Controles: 14¢P%6) e Grupo
FC: 29 (52,72%). O estado nutricional foi classifio em eutrofia, para
a maioria dos avaliados e as diferengas enconteades os grupos nao
foram significativas, sendo os escores-Z médiopa$sm-para-idade de -
0,21 + 0,25 e de -0,34 + 0,21, estatura-para-ided®,69 + 0,44 e de -
0,51 + 0,23 e IMC-para-idade de 0%®,34 e IMC de 41,06 1,85 em
valor absoluto, respectivamente para os gruposagmmts de fibrose
cistica e grupo controle. O valor médio para o Esde Schwaschmann
foi classificado como excelente, com valor da maaliggual a 90 %
(IQR 85-100). A principal bactéria patogénica présena amostra foi a
Staphilococus aureué34,54%), seguida pela Pseudomona aeruginosa
(30,9%). Houve um aumento significativo do nimeeoleucdcitos e
linfécitos (= 0,006 ep= 0,045 respectivamente) no grupo FC (Tabela
1).
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicas, bioquimicas e antropacaétrdo
grupo controle e dos pacientes portadores de @bodstica (FC) do

estudo.
. Valores de Grupo Controle Grupo Fibrose

Var|£avel Referénciz (n=14 Cistica (n=55 "
!Snff‘ - 3,83 (2,25-7,83) 5,62 (3,43-9,14) 0,780

£
nF(%, - 10 (71,42) 29 (52,72)

o
ln\/!%, - 04 (28,57) 26 (47,27)

£
(F;Qm.zwm >-2e<+2 -0,2120,25(-0,16) -0,34%0,211 (-0,21) 0,230
E/If
(escor-z) "o -2 -0,69+0,44 ('0172) -0,51+0,23 (-0'54p'100
!MC/IZ;HO >-2e<+1 0,78+0,34 (0,54)  -0,28#0,20(-0,035) 0,196
escorr,
%"B * p 50° 1,36 (1,24-1,64) 1,33 (1,17-1,48) 0,945

£
(l\k/:]?ssa Magr® 934172 1544 (952-21,23) 12,15 (7,68-17,83) 0,560
%GC* <30 30,24 (21,93-33,56) 25,16 (20,96- 0,450
Diagnésticé NA 0,5(0,16-2,00) -
(anos
(?/ﬂ():hwaschmeﬁ > 80% NA 90 (85-100) -
(Fq’/[j%tel'naTotf* 6,0a80 7,05 (6,77-7,42) 6,90 (6,40-7,30) 0,250
ﬁ/l‘%lmim* 25a55 4,05 (3,30-4,35) 4,20 (3,90-4,60) 0,650
&ﬁl}tininf 04a13 0,40 (0,31-0,50) 0,39 (0,32-0,50) 0,320
(Z'/ggogmbi”é 12,0a16,1 11,70 (10,67-12,83) 12,50 (11,70-13,40) 0,620
L i £

(';/“)?matoc“t‘ 350a47,0 3565 (32,52-37,67) 37,10 (34,70-39,80) 0,490
(ijemung:)écitoS£ 4000210000 7000 (6125-9250) 9800 (7300-12900)  0,006*

Neutréf segm?®
(p/mn®)
Linfécitos
(p/mn®)
Monécitos*
(p/mn®) )
Esteatocrit?
(%)

1000 a 6000
1800 a 9000
0 a 1000
0,00

3706 (3049-5721)
2684 (2429-3476)

4752 (3480-6510),230
3472 (2546-4587p,045*
384 (300-574)
0,00 (0,00-30,00) 0,730

381,00(305,2531,0) 0,400

NA

Resultados: mediana (intervalo interquartil). escor Médiat Erro Padréo da Média
(Mediana). £Teste t Student*Teste de Mann Whitney. F: sexo feminino M: sexo
masculinoE/l. Estatura-para-idade. P/l: peso-pdadé. IMC/I: indice de massa
corporal-para-idade. WHO:World Health Organization NA: N&ao aplicavel.
E.Schwaschmann: Escore de Schwaschmann. CMB: @rémtia muscular do braco.
%GC: percentual de gordura corporal. Neutrof ségntrofilos segmentados.
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Biomarcadores séricos

A Tabela 2 compara individuos com presenca e aizséa FC,
e no grupo portador da doenca, avalia um importamde&ador do
prognostico, que € a presenca ou auséncia da ibaetéaeruginosa
cuja patogenicidade conduz a inUmeras complicagiiesipalmente de
ordem pulmonar e imune. Estes individuos foram @agtas conforme
presenca (podendo incluir outras bactérias, patcggrou ndo, desde
que houvesse presencaPRlaaeruginosaou auséncia dB. aeruginosa
(podendo incluir outras bactérias, patogénicas @n desde que nao
houvesse cultura positiva parB. aeruginosp As médias de
concentragBes sanguineas dos biomarcadores dssestgidativo e
inflamatérios foram comparadas em todos os grupos,relacdo ao
grupo controle.

No grupo FC em relacdo ao controle, observa-seimiv
significativamente aumentados de TBARS (,031), proteina carbonil
(p= 0,013), na atividade da MP(= 0,001), nos niveis de NOx
(p= 0,001), bem como niveis significativamente dinfdlmg da GSH
(p=0,001) (Tabela 2).

A cultura positiva par®. aeruginosaapresentou, como reflexo
significativos nos resultados de biomarcadores aixids e
inflamatérios, maiores niveis de TBARBS=(0,001), PCg= 0,002) e
NOx (p= 0,032), e PCRpE 0,049) (Tabela 2).



78

‘Raunym uuely ap a1seggiuapuadapul sessowre ered Juapns

1 21581 ojad opesijeuwsoulfinise sg BiUBSBId WO D49 0 ESOUIBNIS®BRRIdUISNY WO0d D49 0 d1ud seduaisyid = , d Asuiym

uuep ep alsegIuspuadapul sesisowe ered JusprISa) ojad opesifeue D49 8 J9 anua seduals)g = , dels|od euesoulbnise d

ed wwelsu einnd weseluasaide anb D49 sajuslded BI9|00 Bp OjusWow ouesoulbnis@ipd eArefau einynd werejussaide

anb D49 sajualed ,'60=U OdINEISID 3so0iqi4 odnis) D49 '3joAauo) @INDo ‘(jiienblsiul ojeAldlul) BUBIPSW SOPBYNSDY
Ti7ow)

+670'0 (0z't-0g'0) 020 (82'T-9T°0) 9¥'0 250'0 (25'T-87'0) S9'0 (02'0-12'0) 22'0 A«(._om

/iowr

«€0'0 (LG'69-0L'TE)SY LY (58'67-2'0€) 02'GE  «T00'00£'SG-0£°08) S'9¢  (29'€e-22'92) S2'0E ﬁ xo_/“

qw/nu

0S0'0  (0S'S.7-00'002) £9'6LE (ve'osv-9e'€TE) 0E'2LE xT00°0 (0e'09v-Tr'€82)0E ZLE (62'202-82'VLT) 16'86T ;OdIN

Tw/uitu/joww)

06T'0 (Sz'l2-G2'2T) 69'02 (¥T'22-TL'8T) T9'22 9TE'0 (b¥'L2-69'LT) LS'22 (S0'8€-¥9'T2) 02'2E E\:_ﬂ&w

¥TT'0 (8T'€-TO'T) T8'C (e8B9) 86'T GTT'0 (50'¢-86'0) TO'C (zv'e-0v'2) 6T'E . :wmcw

6€2'0 (62'T-88'0) 220 (T0'T-€9'0) 08'0  «T00'0  (¥6'0-29'0) GL'0 (¥6'0-29'0) €8'0 %Imov

N.Ld/bwjowu

«100'0 (90'0-20'0) 60°'0 (50'0-20'0) €0'0  «€TO'0  (20'0-20°0) L¥0'0 (50°0-20'0) €00 ﬁ on“

Jw/jowu;

+T00'0 (25'0-87'0) 22'0 (r2'0-9T'0) 02'0  «T€0'0  (92'0-GT'0) T2'0 (TT'0-¥0'0) L0'0 Syvdl
d (8T =u)jesouBniee  (;¢ -u) esouibnieed d (g5 =u)

a ‘d  op eduasald ap elougsSNy ® (049) sopoL [oARLIEA

(G5 =U) (rT =u) ”
249 29

‘(so]011u02) vAUBOP Bp BIDJUISNE

wod svp-saiopenod sajusioed ap (HOd) eaneal D@oud ‘(XON) 0dLNU OpIXg ap soujogerdw ‘(OdIN)
asepoloiEmw o (1)) aseel1ed ep apepinne ‘(xd9) ased euoneln|b ‘(HSO) epiznpas euonen|b ‘(Dd)
[luogtes eujalold ‘(SYvgLl) 0ouUNNIg/eqOIDBEBRIRA) SBIOURISONS 9p Seaunbues sagdenuasuo)- g glagel



79

Os biomarcadores de estresse oxidativo e inflamégéon
avaliados entre os grupos de pacientes portaderéibrdse cistica com
presenca ou auséncia de infeccdo por bactériaglecasas patogénicas
para a doencaP&eudomona aeruginosa, Staphylococus aureus e
Complexo Burkholderia cepadggaomparando-os ao grupo controle. O
Grupo comauséncia de infecgdo por bactérias patogénicas paf& e
0 Grupo compresenca de infeccdo por bactérias patogénicas para
FC apresentaram valores significativos mais altosbidonarcador de
estresse oxidativo TBARS (ambgs< 0,001) e do biomarcador
inflamatério MPO (ambog< 0,001) quando comparados ao grupo
controle. Também foram encontrados valores sigtifiamente mais
altos de proteina carbonilade=(0,043), atividade da enzima catalase
(p= 0,001) e NOx = 0,003) no grupo corpresenca de infeccdo por
bactérias patogénicas para FGjuando comparado ao grupo controle
(Tabela 3).
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A tabela 4 agrupa os individuos do estudo de acoain os
periodos de infec¢do bacteriana, avaliados de maanefrospectiva a
partir do momento da coleta, num periodo de atées$es) tendo como
parametro os resultados das culturas no exame dteribtogia,
comparados ao grupo controle. O grupo de Nuncectades foi
constituido por criancas e adolescentes que nuresemtaram cultura
negativa para as bactérias consideradas patogépégzasFC. Ja no
grupo Primoinfeccéo e Infeccdo Intermitente foraeiuidas criancas e
adolescentes que apresentaram a primeira cultusitivao para
microorganismos patogénicos para FC, e aquelesaguesentaram
infeccdes por mesma bacteria patogénica, que tedttam atingido a
frequéncia de trés episddios. O grupo infec&nicadfoi composto por
pacientes que apresentaram trés culturas positicasn intervalo
maior que um meés entre elas, por mesma bag@tbgénica.

O biomarcador TBARS apresentou diferenca signifiagbara os
grupos Nunca Infectados e Primoinfeccao/Infeccérimtente, quando
estes eram comparados ao grupo contrple @,040 ep< 0,001
respectivamente) (Tabela 4).

A proteina carbonil ndo apresentou diferencasfgigtivas entre
0s grupos. Porém, a diferenca de médias entre agpogr
Primoinfeccéo/Infeccdo Intermitente, e o grupo kmai apresentou
tendéncia a significancig£ 0,058) (Tabela 4).

As glutationas apresentaram 0s seguintes compemtasi
glutationa reduzida ndo teve seus valores sigtiifemmente distintos
entre 0s grupos, sendo a média dos valores nosgrgm FC, todos
menores do que no do grupo controle. A glutaticeraydase teve seus
niveis significativamente menores em relacdo apa@uoontrole, apenas
no grupo Infeccdo Crénica< 0,001) (Tabela 4).
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Os biomarcadores de estresse oxidativo e inflamn&géam
avaliados pelo indicador de volume expiratério &g no primeiro
segundo (VEP em pacientes com FC. A funcdo pulmonar foi
considerada estavel (VEF 80%) ou instavel (VEF< 80%), e, estes
foram comparados ao Grupo Controle. Realizaram esiene apenas
criancas maiores de 5 anos, totalizando 28 indbgdiaracterizados da
seguinte maneira: Grupo controle (07), grupo fungdlmonar estavel
(08) e Grupo fungédo pulmonar Instavel (13). No Gruge fungéo
pulmonar estavel (VEF> 80%), o biomarcador TBARS apresentou-se
significativamente elevado em relacdo ao gruporotmtcom mediana
0,20 nmol/mL (IQR 0,11 - 0,25)p£ 0,018), e também houve um
aumento significativo na atividade da MPO tanto pasientes estaveis:
mediana 366,00 mU/mL, (IQR 245,00 - 494,3@> 0,009), como nos
instaveis: mediana 352,92 mU/mL (IQR 229,81 - 58p(p= 0,021). E
importante ressaltar que, dos 8 individuos carzefdos como estaveis
no resultado da espirometria, apenas um individdo apresentou
infeccdo porP. aeruginosano momento da coleta. O dano protéico
avaliado pela PC foi significantg@< 0,021) no grupo instavel, com
valor da mediana em 0,073 nmol/mg de proteina (@R= 0,045 —
0,11). O dano inflamatorio foi caracterizado por lowes
significativamente menores da PCR no grupo estiwahdo comparado
ao grupo controle: mediana do grupo estavel 0,77 Lm@gQR 0,15 -
3,51) e do grupo controle 0,28 mg/L (IQR 0,23 99,%= 0,002).

Discussao

Os biomarcadores TBARS, proteina carbonilada (BCa
atividade da MPO foram marcadores que mostraragisnaumentados,
enquanto niveis diminuidos nas enzimas GSH e Gfaxas presentes
no grupo com fibrose cistica, quando comparadograpo controle,
sem fibrose cistica. O aumento na peroxidacdopdédelbs, observado
por meio das substancias reativas ao acido tidbiedud (TBARS),
assemelha-se ao trabalho desenvolvido por Schrretrisla(2001) [53],
cujo marcador estudado foi o malondialdeido. Osisimumentados de
TBARS no grupo com FC deste estudo podem ser metagips como
um fator sistémico do aumento do estresse oxidaked investigado
por Grimble e Tapia (1998) [55], que a quase aale destes pacientes
realiza tratamento com micro-esferas enzimaticésiada nos periodos
de exacerbagdo pulmonar aguda, ou seja, quandauscetibilidade ao
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estresse oxidativo é marcadamente aumentada. pideda reposicao
enzimatica melhorou a absorcé@o de nutrientes, gpqde ter resultado
em uma elevacdo nos acidos graxos poliinsaturadoplabma, nas
lipoproteinas e colesterol. Deste modo, ocorrerfgaglucdo de novos
alvos lipidicos para os radicais livres na circatagsanguinea, e 0s
sistema de defesa antioxidante ja em défict ngsaeientes ndo seria
suficiente para impedir a sua oxidacdo. LagranggePat al. (2004)
[56], ao contrario do que foi encontrado neste destudentificaram
niveis diminuidos nos marcadores de peroxidacddidgp TBARS e
malondialdeido, justificando que a peroxidacaadigal € um processo
complexo, cuja eliminacdo dos metabdlitos plasmatiocorre de
maneira rapida, sendo dificil sua interpretacao.

Aumento na peroxidagdo de lipideos também foifigado no
estudo desenvolvido por um grupo australiano [6@n 17 individuos
adultos com (mediana da idade 28 anos (IQR 18,-cé®)parados a um
grupo de individuos saudaveis, avaliou mediaddpédidos derivados
do processo inflamatério, as prostaglandinas EE@@ 8-iso-F2, (8-
iso-PGF2), e os cisteinil-leucotrienos totais (cys-LT), kadas no
escarro. As andlises foram realizadas em dois mimstedurante o
periodo de exacerbacdo da FC, e apés o tratameastgintomas. Os
valores dos mediadores lipidicos encontrados enpsrob momentos
nao diferem entre si, permanecendo aumentados guzstdparados
aos controles, sugerindo um intenso estresse madat geracdo de
mediadores inflamatérios derivados de lipideos igtergte nesses
pacientes. H4 varias explicacbes possiveis pamestgesse oxidativo,
apesar do tratamento continuado e melhora clibica delas, é que
poderia ocorrer um consumo constante dos antiosddaanddgenos
destes pacientes (em periodos de estabilidadeameracao, devido as
caracteristicas inflamatérias da doencga), em niwvesgficientes para
agir até mesmo em situacdes de estresse oxidathouddo [25,55]. A
outra explicacdo poderia ser 0 uso de enzimas @dticas constante
desses pacientes, e suplementagéo de vitaminasdipweis favorece o
aumento de substratos para peroxidacédo lipidicd [h6Além disso, a
possibilidade do aumento da peroxidacéo lipidicdefdea estar presente
devido a uma longa acdo de pro-oxidantes que vemrestlo nestes
pacientes, devido aos sintomas pulmonares e gagsiinais [58].

Niveis elevados da MPO e PC, também foram enciograo
estudo de Kettle et al. (2004) [59], quando oseydes portadores de
FC (n= 22) eram comparados a um grupo controledsalidn= 7), por
meio de analises de amostras de lavado broncolatve® grupo
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portador da doenca e o grupo controle apresentaempectivamente o
valor da mediana 3,8s 0,3 ug/mg de proteinap 0,002) para MPO,
mostrando aumento no processo inflamatorio, e madie098vs 0,040
nmol/mg proteinap< 0,001) para PC, indicando presenca de estresse
oxidativo. A literatura tem apresentado estudoseapegito de a
inflamacdo nos pulmdes de criancas com fibrosecaisser uma
conseqiiéncia de infeccao [60], ou se a infeccaaue® pria uma
conseqliéncia de danos inflamatérios no tecido [8&]grupo com FC,
houve uma resposta inflamatoria a uma infeccdo, eomento da
mieloperoxidase e da cloracdo da proteina. No &mtam algumas
criancas estes marcadores de inflamagdo foram dalsyamesmo
guando eram indetectaveis as infec¢des ativaspiede indicar que a
resposta inflamatéria pode persistir na ausénciainfleccdo. Uma
explicacdo poderia ser o resultado de uma infepgéeia ou poderia
representar uma infeccdo ativa que estava abaitionde de deteccdo
[59,62]. Thomson et al. [63] também observou a opietoxidase como
sendo a principal peroxidase identificada nas wi@®as de criancas
com FC, resultado esperado em uma inflamacdo eawmda pelo
aumento da presenca de neutréfilos, como ocorkCna

A glutationa, um tripeptideo antioxidante que dgsenha um
papel essencial na protecdo das células epital@aigra o estresse
oxidativo e xenobidticos [12] teve seus niveis radamnente diminuidos
nos pacientes portadores de FC no presente eg&udimhecido que a
proteina CFTR age diretamente no transporte da @Siie os niveis
de glutationa citoplasmatica rapidamente aumentaas oélulas
epiteliais expostas ao estresse oxidativo [64,65). estudo monstrou
que o estresse oxidativo pode suprimir a expredadOFTR bem como
sua funcdo, representando uma resposta adaptatiepitlio celular a
um estresse oxidativo exdgeno. Com isso, o conteatldar da GSH
seria aumentado devido ao seu transporte insuficig®]. Além de
regular a sintese de glutationa, as células epgefdo capazes de
modular o transporte transmembrana de glutatiomeeidN diminuidos
de GSH foram mostrados em inumeros estudos [12,46& a
principal caracteristica destes niveis diminuidefere-se ao transporte
prejudicado da GSH pela CFTR mutante.

Niveis diminuidos da enzima glutationa peroxidd&x)
também foram identificados nos participantes deestudo realizado
com 15 criangas portadoras de FC em periodo deskyagdio, com
analises antes e apds 14 dias de antibioticoterf@@p No grupo
portador de fibrose cistica, mesmo apds o periaddratamento, os
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niveis da GPx continuaram diminuidos (16,2 + 1188 + 0,7 u/g Hb)
antes e apds tratamento, respectivamente [68].

Para melhor elucidar a relagdo entre a inflamac@oestresse
oxidativo na FC, verificou-se se os biomarcadooeam influenciados
pela infeccdo das vias aéreas, por meio da presangausenca do
patégendPseudomona aeruginos@®uando o grupo portador de FC foi
analisado a partir da presenga ou auséncia daribactservou-se um
aumento significativo em PC, NOx e PCR do grupo ocoutura
positiva para esta bactéria.

Contrariamente, Thomson et al. (2010) [63], a0 craEm
niveis de proteina carbonilada em lavados brongeidres das vias
aéreas de pacientes infectados P@eudomonas aeruginosaspm
aqueles que apresentavam auséncia desta bac@oiadentificaram
diferencas significativas entre os grupos.

Os niveis aumentados de NOx condizem com aqueldicados
por Linnane et al. (1998) [69] e Jones et al. (20000], que
encontraram um aumento nas concentracdes de N@x egalado de
pacientes com FC [71]. Porém, é importante ressglia a maior parte
dos estudos apresentam baixos ou iguais niveis@e d¢ pacientes
com FC quando comparados a pacientes saudavei8[72,75,76].

O presente estudo observou niveis elevados pateimpaoC
reativa quando esta foi analisada nos pacientesctados porP.
aeruginosa(mediana 0,84 IQR 0,18 - 1,00 mg/s ndo infectados
(mediana 0,65 IQR 0,16 - 1,78 mg/L). O estudo detiMat al. (2010)
[77] também apresentou resultados aumentados e 1séricos da
PCR em 36 individuos adultos com FC, infectadosRareruginosa
Outro trabalho cujos niveis de PCR encontravanesaaados valores
de referéncia foi desenvolvido por Slobodianik let(2010) [78], com
17 criancas portadoras de FC ndo hospitalizadas idade entre 3
meses e 10 anos.

Por meio desta pesquisa, que considerou dentreivessak
aspectos clinicos da doenca, a presenca de infgogédactérias
patogénicas, a funcdo pulmonar, e as diferenteseinasn de
agrupamentos destes individuos, pode-se conclair qu

a) Considerando os aumentos referidos no TBARS RIPO, e
a diminuicdo nos niveis de GSH, é sugerido um qualdr estresse
oxidativo (EO) sistémico nos pacientes com FC;

b) Aparentemente, o protocolo de suplementacdosenpara 0s
pacientes com FC nao é suficiente para evitar osE@mico nestes
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pacientes. Particularmente, sugere-se um aumen® a&le8 vezes na
suplementacéo diaria;

c) Aparentemente, a presenca de infec¢cdo nao cianpiio
estabelecimento e/ou exacerbacéo do EO.

d) Da mesma forma, os periodos de infeccdo bactenio
foram determinantes no estabelecimento e/ou exag@oldo EO.

Agradecimentos

A equipe multidisciplinar de Estudos em Fibroseti€a do
Hospital Infantil Joana de Gusméo, que gentiimers acompanhou
durante todo o periodo de execuc¢éo do estudo.

Referéncias

[1] van Der Vliet, A.; Nguyen, M. N.; Shigenaga, M., Eiserich, J. P.;
Marelich, G.P.; Cross, C. E. Myeloperoxidase armtgdn oxidation in
cystic fibrosisAm J Physiol Lung Cell Mol Physid@79537-546; 2000.

[2] Hoffman, L.R.; Richardson, A.R.; Houston, L.Bulasekara, H.D.;
Martens-Habbena, W.; Klausen, M.; Burns, J. L.hEtB. A.; Hassett,
D. J.; Fang, F. C.; Miller, S.I. Nutrient Availaiyl as a Mechanism for
Selection of Antibiotic Tolerant Pseudomonas aetogg within the CF
Airway. PLoS Pathog6(1):100-107; 2010.

[3] Liu, R. M.; Pravia, K. A. G. Oxidative stressich glutathione in
TGF{3- mediated fibrogenesibree Rad. Biol. Med48:1-15; 2010.

[4] Elizur, A.; Cannon, C. L.; Ferkol, T. W. Airwanflammation in
cystic fibrosis.Chest.133489-495; 2008.

[5] Schiller, K. R.; Maniak, P. J.; O'Grady, S. Mystic fibrosis
transmembrane conductance regulator is involvedinway epithelial
wound repairAm. J. Physiol. Cell. Physid995):912-921; 2010.



88

[6] Davis, P. M. Cystic Fibrosis since 1938m. J. Respir. Crit. Care
Med.173475-482; 2006.

[7] Boucher, R. C. Airway surface dehydration insty fibrosis:
pathogenesis and theragynnu. Rev. Med8:157-170; 2007.

[8] Leal, T.; Fajac, I.; Wallace, H. L.; Lebecqu; Lebacq, J.; Hubert,
D.; Dall'Ava, J.; Dusser, D.; Ganesan, A. P.; Kno@p;, Cumps, J.;
Wallemacq, P.; Southern, K.W. Airway ion transgorpacts on disease
presentation and severity in cystic fibrosidin. Biochem41:764-772;
2008.

[9] Rosa, F. R.; Dias, F. G.; Nobre, Luciana N.;ris, H. A. Cystic
fibrosis: a clinical and nutritional approadRev. Nutr.21(6):725-737;
2008.

[10] Shamseer, L.; Adams, D.; Brown, N.; JohnsanAJ Vohra, S.
Antioxidant micronutrients for lung disease in éydibrosis. Cochrane
Database Syst. Rel2 734-738; 2010.

[11] Chavez, C. R. M. M.; Britto, J. A. A.; Olivar C. Q.; Gomes, M.
M.; Cunha, A. L. P. Associacdo entre medidas dadeshutricional e a
funcdo pulmonar de criancas e adolescentes cooséhuistica). Bras.
Pneumol35:409-414; 20009.

[12] Cacciatore, I.; Cornacchia, C.; Pinnen, F.pliMda, A.; Di
Stefano, A. Prodrug Approach for Increasing Cetlu@lutathione
Levels.Molecules 15:1242-1264; 2010.

[13] Kidd, P.M. Glutathione: Systemic protectantiegt oxidative and
free radical damagdlt. Med. Rev2:155-176; 1997.

[14] Kowaltowski, A. J.; Souza-Pinto, N. C.; Césti, R. F.; Vercesi,
A. E. Mitochondria and reactive oxygen specke®e Radic. Biol. Med.
47:333-343; 2009.

[15] Lands, L. C.; Grey, V.; Smountas, A. A.; VitdeG.; McKenna K.;
McKenna, D. Lymphocyte Glutathione Levels in ChéldrWith Cystic
Fibrosis.Chest116201-205; 1999.



89

[16] Hudson, V. Rethinking cystic fibrosis pathojoghe critical role ob
abnormal reduced glutathione (GSH) transport caubgd CFTR
mutation.J. Free Radic. Biol. Me®0:1440-1461; 2001.

[17] Trudel, S.; Kelly, M.; Fritsch, J.; Nguyen-KaoT.; Therond , P.;
Couturier, M.; Dadlez, M.; Debski , J.: Touqui, Mallee, B.; Ollero,
M.; Edelman, A.; Brouillardl, F. Peroxiredoxin 6 ilBato Limit
Phospholipid Peroxidation in Lung from Cftr-Knockddice Subjected
to Oxidative Challenge&?los One4(6):607-618; 2009.

[18] Qu, F.; Qin, X. Q.; Cui, Y. R.Xiang, Y.; Tan,Y. R.; Liu, H. J.;
Peng, L. H.; Zhou, XY.; Liu, C.; Zhu, X. L. Ozone stress down-
regulates the expression of cystic fibrosis tramabrane conductance
regulator in human bronchial epithelial cellShem. Biol. Interact.
179219-226; 2009.

[19] Schwarzer, C.; Fischer, H.; Kim, E. J.; Bathi€ J.; Mills, A. D.;
Kurth, M. K.; Gruenert, D. C.; Suh, J. H.; E. NMaa, T. E.; lllek, B.
Oxidative stress caused by pyocyanin impairs CFTRtr@nsport in
human bronchial epithelial cellsree Radic. Biol. Med45:1653-1662;
2008.

[20] Angstwurm, M. W. A.; Gaertner, R. Practicaigi of selenium
supplementation in critically ill patient€urr. Opin. Clin. Nutr. Metab.
Care 9:233-238; 2006.

[21] Rover-Junior, L. Sistema Antioxidante envolden o ciclo
metabodlico da glutationa associado a métodos almiiticos na
avaliacdo do estresse oxidatig@uim. Nova24(1):112-119; 2001.

[22] Laguerre, M. Lopez-giraldo, L. J.; Lecombte;, Villeneuve P.
Widespread methods and new analytical approacheantioxidant
evaluationInform. 20:328-332;2009.

[23] Valko, M.; Leibfritz, D.; Moncol, J.; Cronin.T.; Mazur M. Free
radicals and antioxidants in normal physiologiaatdtions and human
diseaselnt. J. Biochem. Cell BioB9(1):44-84; 2007.

[24] Wood, L. G.; Fitzgerald, D. A.; Garg, M. L. dgthesis: vitamin E
complements polyunsaturated fatty acids in esderfafty acid
deficiency in cystic fibrosisl. Am. Coll. Nutr22:253-257; 2002.



90

[25] Wood, L. G.; Garg, M. L, Simpson, J. L., Moti. A.; Croft,K.
D.; Wark, P. A. B.; Gibson, P. G. Induced sputum 8-isstane
concentrations in inflammatory airway diseaséms. J. Respir. Crit.
Care Med.171:426-430; 2005.

[26] Stacchiotti, A.; Morandini, F.; Bettoni, F.cl&ena, I.; Lavazza, A.;
Grigolato, P.G.; Apostoli, P.; Rezzani, R.; Aleo,PV Stress proteins
and oxidative damage in a renal derived cell lirposed to inorganic
mercury and leadl oxicology,264(3):215-224; 2009.

[27] World Medical Association. Declaration of Hielsi, Seoul, 59nd
General Assembly-WMA. 2008. Disponivel em:
http://www.wma.net/en/30publications/10policiesib8éx.html.
Acessado em: 12 Set. 2009.

[28] Schwachman, H.; Kulczycki, L.L. Long-term syudf one hundred
five patients with cystic fibrosis; studies madesioa five-to fourteen-
year periodAm. J. Dis. Child96(1):6-15; 1958.

[29] Borowitz, D.; Baker, R. D.; Stallings, V. Carssus report on
nutrition for pediatric patients with cystic fibies J. Pediatr.
Gastroenterol. Nutr35(3):246-259; 2002.

[30] Cantin, A. M. Antioxidants in cystic fibrosi€onclusions from the
CF antioxidant workshop, Bethesda, Maryland, Novernid-12, 2003.
Free Radic. Biol. Med42(1):15-31; 2007.

[31] Pellegrino, R.; Viegi, G.; Brusasco, V.; Crago. O.; Burgos, F.;
Casaburi, R.; Coates, A.; van Der Grinten, C. P, Gustafsson, P.;
Hankinson, J.; Jensen, R.; Johnson, D. C.; Madnty:; McKay, R.;
Miller, M. R.; Navajas, D.; Pedersen, O. F.; J. \gam Interpretative
strategies for lung function test&uropean Respiratory Journal
26:948-968; 2005.

[32] Gilligan, P. H.; Kiska, D. L.; Appleman, M. @umitech 43, Cystic
Fibrosis Microbiology Coordinating ed., M. D. Appleman. ASM Press,
Washington, D.C, 2006.



91

[33] McPherson, R. A.; Pincus, M. Rilenry's Clinical Diagnosis and
Management by Laboratory MethodSurrent Produral Terminology,
Standard Edition, American Medical Association, dcago, IL.
SAUDERS ELSEVIER: CPT 2006.

[34] World Health Organization. Physical Statu¥he use and
interpretation of anthropometryWHO technical report series 854.
Geneva: WHO, 1995.

[35] World Health OrganizationMulticentre Growth Reference Study
Group. WHO Child Growth Standards: Length/heightdge, weight-
for-age, weight-for-length, weight-for-height anddy mass index-for-
age: Methods and developme@eneva: WHO, 2006. 312 p.

[36] World Health Organization. Multicentre GrowReference Study
Group. Development of a WHO growth reference fohosd-aged
children and adolescenBull. World HealthOrgan.85:660-667; 2007.

[37] Frisancho, A. R. New norms of upper limb fatlanuscle areas for
assessment of nutritional statdsn. J. Clin. Nutr34:2540-2545; 1981.

[38] Weststrate, J.; Deurenberg, P. Body compasitio children:
proposal for a method to calculate body fat peagatfrom total body
density or skinfold thickness measuremengsn. J. Clin. Nutr.
50(110):1104-1115; 1989.

[39] Weinsier, R.L.; Schutz, Y.; Bracco, D. Reexaation of the
relationship of resting metabolic rate to fat-freeass and to the
metabolically active components of fat-free masshinmans.Am. J.
Clin. Nutr.55:790-794; 1992.

[40] Vives, J. L, Aguilar, J. LManual de técnicas laboratoriais em
hematologiaBarcelona: Salvat; 1987.

[41] Wallach, J Interpretacdo de exames laboratoriai®io de Janeiro:
Medsi; 2003.

[42] Gornall, A. G.; Bardawill, C. J.; David, M. MDetermination of
serum proteins by means of the biuret reactio®iol. Chem177.751-
766, 1949.



92

[43] Ashwood, E. R.; Burtis, CFundamentos da quimica clinica:
Bioquimica do sangud. ed. Guanabara-Koogan: Rio de Janeiro,1996.

[44] Ravel, R.Laboratorio Clinico — aplicagfes clinicas dos achad
laboratoriais 42 edicao, p. 429, 1988.

[45] Beutler, E.; Duron, O.; Kelly, B.M. Improved athod for the
determination of blood glutationé. Lab. Clin. Med61:882-890; 1963.

[46] Aebi, H. Catalase in vitroMethods in Enzymol105121-126;
1984.

[47] Flohé, L.; Gunzler, W.A. Assays of glutathiomeeroxidase.
Methods Enzimoll05114-121; 1984.

[48] Ohkawa, H; Oshishi, N; Yagi, K. Assay for lipiperoxides in
animal tissues by thiobarbituric acid reactiénal. Biochem95(2):351-
358; 1979.

[49] Bird, R. P.; Draper, A. H. Comparative studies differents
methods of malondyaldehyde determinatidiethods in Enzimol.
105:295-305; 1984.

[50] Levine, R. L.; Garland, D.; Oliver, C.N., AnjcA.; Climent. |.;
Lenz, A. G.; Ahn, B.W.; Shaltiel, S.; Stadtman,HE.Determination of
carbonyl content in oxidatively modified proteindethods Enzymol.
186:464-478; 1990.

[51] Rao, T. S.; Currie, J. L; Shaffer, A. L; Isakd®. C. Comparative
evaluation of arachidonic acid (aa) and tetradeglphorbol acetate
(tpa)-induced dermal inflammatiomflammation,17(6):723-741, 1993.

[52] Green, L. C.; Wagner, D. A. J.; Skipper, P; Wishnok, J. S.;
Tannenbaum, S. R. Analysis of nitrate, nitrite, d@8N] nitrate in
biological fluids.Anal. Biochem126(1):131-138, 1982.

[53] World Health OrganizationAnthro Plus, Global Database on
Child Growth and MalnutritionDepartment of Nutrition for Health and
Development2008.



93

[54] Shmarina, G.; Pukhalsky, A. L. Kokarovtseva, NS Improvement
of nutrient absorption may enhance systemic oxidasiress in cystic
fibrosis patientsMediators Inflamm10:61-67, 2001.

[55] Grimble, R. F.; Tappia, P. S. Modulation ofopnflammatory
cytokine biology by unsaturated fatty acids. Ernahrungswissenschatft.
37(1):57-65; 1998.

[56] Lagrange-Puget, M.; Durieu, |.; Ecochard, R. Mongitudinal
Study of Oxidative Status in 312 Cystic Fibrosisiétds in Stable State
and During Bronchial ExacerbatidRediatr. Pulmonol38:43-49; 2004.

[57] Reid, D.; Misso, N.; Aggarwal, S. Oxidativerests and lipid-
derived inflammatory mediators during acute exaatohs of cystic
fibrosis.Respirology12(1):63-69; 2007

[58] Witko-Sarsat, V.; Delacourt, C.; Rabier, Daret, J.; Nguyen, A.
T.; Descamps-Latscha, B. Neutrophil-derived lomgdi oxidants in
cystic fibrosis sputumAm. J. Respir. Crit. Care Med521910-1916;
1995.

[59] Kettle, A.; Chan, T.; Osberg, I. Myeloperoagk and Protein
Oxidation in the Airways of Young Children with GisFibrosis. Am.
J. Respir. Crit. Care Med.70:1317-1323; 2004.

[60] Cantin, A. Cystic fibrosis lung inflammatioearly, sustained, and
severeAm. J. Respir. Crit. Care Med51:939-941; 1995.

[61] Rosenfeld, M.; Gibson, R.l.; Mcnamara, Barly pulmonary
infection, inflammation, and clinical outcomes imfants with cystic
fibrosis.Pediatr. Pulmonol32:356-366; 2001.

[62] Griese, M.; Ramakers, J.; Krasselt, A.; St&@p V.; van
Koningsbruggen, S.; Fischer, R.; Ratjen, F.; Mgkin B.; Huber, R.
M.; Maier, K.; Rietschel, E.; Scheuch, Gnprovement of alveolar
glutathione and lung function but not oxidativetstan cystic fibrosis.
Am. J. Respir. Crit. Care Med69822-828; 2004.



94

[63] Thomson, E.; Brennan, S.; Senthilmohan R. tifigng
peroxidases and their oxidants in the early patholaf cystic fibrosis.
Free Radic. Biol. Medl5(49):1354-1360; 2010.

[64] Forman, H.; Honggiao, Z.; Rinna, A. GlutathéorOverview of its
protective roles, measurement, and biosynthéd@. Aspects Med.
30:1-12; 2009.

[65] Dauletbaev, N.; Rickmann, J.; Viel, K. Antidt&nt properties of
cystic fibrosis sputumAm. J. Physiol. Lung Cell Mol. Physi@88903-
909; 2010.

[66] Cantin, A. M.; Bilodeau, G.; Ouellet, C.; Liad., Hanrahan, J.W.
Oxidant stress suppresses CFTR expressim. J. Physiol. Cell
Physiol 290:262-270, 2006.

[67] Rahman, I.; Mac Neew. Oxidative stress andulegpn of
glutathione in lung inflammatiofEur. Respir. J16:534-554; 2000.

[68] Wood, L. G.; Fitzgerald, D. A.; Garg, M. L. Hgthesis: vitamin E
complements polyunsaturated fatty acids in esderfagty acid
deficiency in cystic fibrosisl. Am. Coll. Nutr22:253-257; 2002.

[69] Linnane, S. J.; Keatings, V. M.; Costello, I@.; Moynihan, J. B.;
O'Connor, C. M.; Fitzgerald, M. X.; McLoughlin, F.otal sputum
nitrate plus nitrite is raised during acute pulmgniafection in cystic
fibrosis.Am. J. Respir. Crit. Care Med581):207-212; 1998.

[70] Jones, K. L.; Hegab, A. H.; Hillman, B. C.;n$§son, K. L.;
Jinkins, P. A.; Grisham, M. B.; Owens, M. W.; S&fo; Robbins, R. A.
Elevation of nitrotyrosine and nitrate concentnagidn cystic fibrosis
sputum.Pediatr. Pulmonol30(2):79-85; 2000.

[71] Stewart, L.; Katial, R. Exhaled nitric oxidemunology and
allergy clinics of North AmericalJ. Allergy Clin. Immunol27(4):571-
586; 2007.

[72] Grasemann, H.; Knauer, N.; Bischer, R.; Hupier Drazen, J.
M.; Ratjen, F. Airway nitric oxide levels in cystfibrosis patients are
related to a polymorphism in the neuronal nitrigdexsynthase gene.



95

Am. J. Respir. Crit. Care Med62:2172-2176; 2000.

[73] Robroeks, C. M.; Rosias, P. P.; van Vliet Hlbomarkers in exhaled
breath condensate indicate presence and severitystic fibrosis in
children.Pediatr. Allergy Immunoll9:652-659; 2008.

[74] Chapman, A. L. P.; Morrissey, B. M.; Vasu, VI.
Myeloperoxidase-dependent oxidative metabolismiticroxide in the
cystic fibrosis airwayd. Cyst. Fibros9(2):84-92; 2010.

[75] Keen, C.; Olin, A. C.; Eriksson, S.; Ekman; Aindblad, A.; Basu,
S.; Beermann, C.; Strandvik, B. Supplementationhwitty acids

influences the airway nitric oxide and inflammatongrkers in patients
with cystic fibrosis.J. Pediatr. Gastroenterol. Nutr50(5):537-544;

2010.

[76] Mattoscio, D.; Evangelista, V.; De CristofdR, Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator (CFTR) expressi human
platelets: impact on mediators and mechanisms efitflammatory
response FASEB J24(10):3970-3980; 2010.

[77] Martin, S.L.; Moffitt, K.L.; McDowell, A.; Grenan, C.; Bright-
Thomas, R. J.; Jones, A. M.; Webb, A. K.; ElbornS.JAssociation of
airway cathepsin b and s with inflammation in cy$iticosis. Pediatr.

Pulmonol.45:860-868; 2010.

[78] Slobodianik, N. H.; Feliu, M. S.; Perris, Barbeito, S.; Strasnoy,
I.; Franchello, A.; Ferraro, M. Biomarker profile children with cystic
fibrosis: preliminary studyProc. Nutr. Soc69(3):354-356; 2010



96

6 APLICABILIDADE DA PESQUISA

Esta pesquisa teve carater investigatorio e avatisuniveis
sanguineos de biomarcadores de oxidacdo protéicédipidica,
antioxidantes e marcadores do processo inflamatdaopopulacéo
estudada. Sugere-se que o0s biomarcadores avalipossam ser
utilizados para suplementacdo adequada e individuai de vitaminas
e enzimas.

7 CONCLUSOES

Por meio desta pesquisa, que considerou dentrdivessos
aspectos clinicos da doenca, a presenca de infgugédactérias
patogénicas, a funcdo pulmonar, e as diferenteseinasn de
agrupamentos destes individuos, pode-se conclair qu

a) Considerando os aumentos referidos no TBARS RIPO, e
a diminuicdo nos niveis de GSH, é sugerido um qualdr estresse
oxidativo (EO) sistémico nos pacientes com FC;

b) Aparentemente, o protocolo de suplementacdosenpara 0s
pacientes com FC néo é suficiente para evitar osE@mico nestes
pacientes. Particularmente, sugere-se um aument® ale8 vezes na
suplementacao diaria;

c) Aparentemente, a presenca de infeccdo nao canpiio
estabelecimento e/ou exacerbac¢éo do EO.

d) Da mesma forma, os periodos de infeccdo bactenio
foram determinantes no estabelecimento e/ou exag@oldo EO.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclareido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
“Marcadores pré-inflamatoérios, de estresse ogativo e de disfagia em fibrocisticos”

Senhores Pais:

Por Favor, leiam atentamente as instrugdes abaites ale decidir com seu (sua) filho (a) se eleléskja
participar do estudo e se o Senhor (a) concordaduuerele (a) participe do presente estudo. Sevmbssi
discuta esse assunto com seu (sua) filho (a) peraeja uma decisédo em conjunto.

Eu, irmonflue Diane de Lima Oliveira e Gabriela
Datsch Bennemann discutiram comigo este estudo.

1. O presente estudo é parte do trabalho de dig§ertle Mestraddas pesquisadoras Diane e Gabriela.
2. O objetivo deste estudo € avaliar a deglutigimespiragdo, o estado nutricional, os niveis desse
oxidativo e de marcadores inflamatérios dos paegeobm Fibrose Cistica
3. Minha participacdo e do meu filho colaborandst@erabalho é muito importante porque permitira
observar se existem ou néo alteragdes na deglutissiaciadas ao comprometimento respiratério e quais
marcadores de inflamagéo e estresse oxidativo €psacque ocorre nas células onde ocorre o actraulo d
substancias que aceleram o envelhecimento deshascée o aparecimento de doencas) apresentam
alterages significativas nos niveis séricos, emando-se relacionados a Fibrose Cistiegarticipacdo do
meu filho na pesquisa implica em eu responder @nzdg perguntas sobre a Fibrose Cigticapesquisador
ird examinar dados do prontuario, avaliar a degieticom exame de imagem, avaliar estado nutrigional
analisar exames de sangue e exame da funcao téspira

Fui esclarecido de que os riscos e desconfortasioeados a pesquisa séo os seguintes:
a) sera realizada coleta de sangue,
b) o exame de imagem sera utilizado com RX e cstetr&Esse contraste sera misturado ao alimenteerae
oferecido ao paciente, o qual devera engolir.
4. Eu autorizo os pesquisadores desta pesquisdizarufotos e imagens das avaliagdes, desde que em
nenhum momento apareca a imagem de forma quergan@ssa ser identificada. Fui esclarecido também
de que estas imagens serdo utilizadas somenteg@rgpesquisa e serdo guardadas em local seghra, so
responsabilidade do pesquisador, durante cinco ege®, somente as pessoas envolvidas diretanmte ¢
a pesquisa terdo acesso a elas.
5. O Hospital Infantil Joana de Gusmao tambémiagtéessado no presente estudo e ja deu a pernpesao
escrito para que esta pesquisa seja realizadamRoigha participacdo e de meu filho (a), ou ndogstado
nao implicara em nenhum beneficio ou restricdouddqyer ordem para meu (sua) filho (a) ou para mim.
6. Eu também sou livre para ndo participar destajpisa se nao quiser. Isto ndo implicara em queiisq
prejuizos pessoais ou no atendimento de meu fi#)o Além disto, estou ciente de que em qualquer
momento, ou por qualquer motivo, eu ou minha fangidemos desistir de participar da pesquisa.
7. Estou ciente de que o meu nome e o do meu fiim serdo divulgados e que somente as pessoas
diretamente relacionadas a pesquisa terdo acessiados e que todas as informagfes serdo mantidas e
segredo e somente serdo utilizados para este estudo
8. Se eu tiver alguma duvida a respeito da pesgelisposso entrar em contato com Diane pelo tedef48)
88343012 e Gabriela pelo telefone (48) 9113 0043.
9. Eu concordo em participar deste estudo.
Nome e assinatura de participante maior de 14 anos:
Nome e assinatura do responsavel legal pela crianca
Entrevistador: : Data
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ANEXO A — Parecer do comité de ética e pesquisa ddospital
Infantil Joana de Gusméo

Hospital Infantil Joana de Gusmao
wosritaL iweanti  Comité de Etica em Pesquisa

PARECER 004/2009 ]

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

PESQUISADORA: Diane de Lima Oliveira

ORIENTADORA: Emilia Addison Machado Moreira

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

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

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




OBJETIVOS
Geral: Identificar i i oxidativo e de disfagia em portadores de
fibrose cistica (FC).
Especificos:
- Avaliar o estado nutricional determinando o indice de massa corporal eos percentis de
peso/estatura e peso/idade;

- Avaliar a resposta inflamatéria, medindo-se enzimas mielo-oxidase (MPO), adenosinadeaminase

(ADA) e citocinas pré-inflamatorias (fator de necrose tumoral alfa, interleucina 1beta), proteina C

reativa, e dos metabdlitos do éxido nitrico (NOx);

- Avaliar o estresse oxidativo medindo-se os niveis de glutationa reduzida (GCH), as atividades
i da I (CAT) e { p i (GPx) e niveis de peroxidacéo lipidica

(TBAR s) e proteina carbolinada;

-C i idativo e i ia;

- Avaliar a presenca de disfagia através da degluticao, funco pulmonar, fluxo e pH salivar;
- Correlacionar IMC com os marcadores inflamatdrios, estresse oxidativo e de disfagia;

- Cor i aresp ir ia com a fungéo A i fluxo e pH salivar;
-Ci i o estado ici com fungéo pulmonar.
SUMARIO DO PROJETO

Estudo tipo caso-controle, a ser realizado no ambulatério interdisciplinar de FC do HIJG, durante

um periodo de 24 meses. Serdo It 30 i com FC, i neste hospital, com
idade entre 6 e 16 anos, pareados com individuos saudaveis, eutréficos, de acordo com idade e
sexo. Para inclus&o no estudo, os pacientes e/ou responsaveis deverso ter concordado com a
realizagéo da pesquisa,por meio do TCLE. Para o grupo controle seréo excluidos os portadores
ded i i 6gi ivas, com il iéncia renal e/ou di uso

de antibiéticos e/ou horménios, drogas anti-i Grias ndo is, seis meses antes da
coleta do estudo. Os pacientes com FC ser&o divididos em trés grupos (sem inflamagdo, com
inflamag&o e sem refluxo e, com inflamagéo e com refluxo gastroesofageano (RGE)). Caso a

prop de i néo seja ap , 0S i com FC serdo divididos em dois
grupos (com e sem RGE).

Avali 2 ica por meio dos percentis e escore z dos indicadores

CEP- HIJG - Rua Rui Barbosa, 152
Bairro Agrondmica, Florian6polis, Santa Catarina
Fone: (48) 32519092
Registro aprovado no CONEP, conforme Carta Circular n° 168 CONEP/CNS/MS de 07 de margo de 2005 e
renovado em 14 de fevereiro de 2008.
e-mail: cephijg@saude.sc.gov.br
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p pesof/idade e IMC; utilizand as ias da OMS 206 e CDC
2000. A composigéo corporal sera avaliada por meio da impedéancia bioelétrica (n&o citada nos
objetivos especificos), por meio da balanga bipolar modelo BF-698. Avaliagdo bioguimica:
hemograma, proteina total, albumina, ferritina, sudam lll, esteatdcrito.

I de anti-oxi e i sérica de GCH, catalase, GPx,
substancias que reagem com o acido tiobarbittrico (TBARs), proteina carbonilada.
I da il ori: sérica de proteina C reativa, metabdlitos do &acido
nitrico, atividade da mi d TNF-alfa, i ina 1-beta, i
da fungéo iratoria: i ia e escore de iman-k

Avaliagao do RGE: pHmetria esofagica de 24 horas (sera aceito exame realizado em até 3 meses

antes da inclus&o no estudo).

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

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

JUSTIFICATIVA
A partir do il gerado pela isa sera possivel avaliar i i ios e
i lvidos na da Fibrose Cistica. Seu entendimento conduzira a formas a

melhorias nas orientagdes e tratamento destes pacientes.

METODOLOGIA

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

2.CALCULO E TAMANHO DA AMOSTRA — A tra de iéncia, com aproxi 80
individuos.

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

4. RECRUTAMENTO — ario, por meio do orio de i ir isciplinar a FC e
encaminhamentos ao HIJG para realizagéo de pHmetria.

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

6.PONDERACAO ENTRE RISCOS — BENEFICIOS — Adequada

CEP- HIJG - Rua Rui Barbosa, 152
Bairro Agrondmica, 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: cephijg@saude.sc.gov.br
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7.USO DE PLACEBO OU WASH-OUT - Né&o se aplica
8.MONITORAMENTO E SEGURANGCA DOS DADOS — OK
11.AVALIACAO DOS DADOS - adequados
12.PRIVACIDADE E CONFIDENCIALIDADE — OK
13.PREOCUPAGAO COM OS ASPECTOS ETICOS - Sim
14.CRONOGRAMA - adequado

15. PROTOCOLO DE PESQUISA - OK

16.0RCAMENTO — OK

I TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO (TCLE) - Adequado

PARECER FINAL APROVADO

Informamos que o presente parecer foi analisado e aprovado em reunido deste comité, na
data de 17/02/2009.

- Conforme Resolugéo 196/92, capitulo lll.2.h, o It deve ao CEP
periédicos sobre o andamento da pesquisa e relatério final. No site:
www.saude.sc.qgov.br/hijg/CEP.htm, esta disponibilizado modelo. Seu primeiro relatério esta
previsto para AGOSTO DE 20089.

2lia Bgy,
ordenaaow "2 Gy

A do Cgp.yy
ELiA TARIA GUEDERT
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisas - HIJG.

CEP- HIJG - Rua Rui Barbosa, 152
Bairro Agrondmica, Florian6polis, Santa Catarina
Fone: (48) 32519092
Registro aprovado no CONEP, conforme Carta Circular n° 168 CONEP/CNS/MS de 07 de margo de 2005 e
renovado em 14 de fevereiro de 2008.
e-mail: cephijg@saude.sc.gov.br
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ANEXO B - Critérios da World Health Organization (2006 e 2007)
para classificacdo do Estado Nutricional de criangae adolescents

Tabela 1 -Peso-para-idade (P/l) - criancas de 0 a menorésades de

idade

Valores Criticos

Diagnostico Nutricional

< Percentil 0,1

< Escore-z 3

Muito baixo peso para
idade

> Percentil 0,1e < 3

> Escore-z -3 e
<Escore-z -2

Baixo peso para a idade

> Percentil 3e<97

> Escore-z -2 e
<Escore-z +2

Peso adequado para idal

> Percentil 97

> Escore-z +2

Peso elevado para aid

ade

Fonte: WHO, 2006

Tabela 2- Estatura-para-idade (E/I) - criancas de 0O a ne=nde 5 anos de

idade

Valores Criticos

Diagnostico Nutricional

< Percentil 0,1

< Escore-z -3

Muita baixa estatura pa
idade

ra

> Percentil 0,1e < 3

> Escore-z -3 e
<Escore-z -2

Baixa Estatura para a
idade

> Percentil 3

> Escore-z -2

Estatura Adequada par
idade

Fonte: WHO, 2006
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Tabela 3- Peso-para-estatura (P/E) — criancas menoreisicie &nos de

idade
Valores Criticos Dlag.npsnco
Nutricional
< Percentil 0,1 |< Escore-z -3 Magreza
Acentuada
> Percentil 0,1e
- ooe > -7 - < -7 -
< Percentil 3 > Escore-z -3 e < Escore-z -2 Magreza
> il 3e< ]
5 Perce.nt|I03e_ > Escore-z -2 e Escore-z + 1 Eutrofia
Percentil 85
> PercentiI085 < |> Escore-z +1 &€ Escore-z +2 Risco de
Percentil 97 sobrepeso
> Percentil 9765 > Escore-z +2 & Escore-z +3 Sobreneso
Percentil 9,99 P
> Percentil 99,9 |> Escore-z +3 Obesidade

Fonte: WHO, 2006

Tabela 4 -IMC para a idade (IMC/I) - criancas de 0 a mesale 5 anos

de idade

Valores Criticos

Diagnéstico
Nutricional

< Percentil 0,1

< Escore-z -3

Magreza Acentuada

> Percenti°I 0,le< > Escore-z -3 e < Escore-fVIa reza
Percentil 3 -2 9
> Percentileéei > Escore-z -2 < Escore- Eutrofia
Percentil 85 z+1
e > Escore-z +1 & Escore-
;;ﬁgﬁ; tél?85§ zZ+2 Risco de sobrepeso
> Percentil 97e < > Escore-z +2 & Escore-
Percentil 99,0 z+3 Sobrepeso
> Percentil 99,9 > Escore-z +3 Obesidade

Fonte: WHO, 2006
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Tabela 5 —Estatura-para-idade (E/I) - criancas de 5 a 1@ deadade

Valores Criticos

Diagnéstico Nutricional

< Percentil 0,1 < Escore-z -3

Muita baixa estatura para idad

1%

> Percentil 01le
<3 < Escore-z -2

> Escore-z -3 e

Baixa Estatura para a idade

> Percentil 3 > Escore-z -2

Estatura Adequada para a idade

Fonte: WHO, 2006

Tabela 6 —Peso-para-idade (P/l) - para criancas de 5 ad9dmidade

Valores Criticos

Diagnostico Nutricional

< Percentil 0,1

< Escore-z -3

Muito baixo peso para a idade

> Percentil 0,1 > Escore-z3 | . peso para a idade
e<3 . e < Escore-z -2

= Pergentil s = Escore-z2 Peso adequado para idade
e<97 e<Escore-z +2

> Percentil 97

> Escore-z +2

Peso elevado para a idade

Fonte: WHO, 2006

Tabela 7 -IMC para a idade (IMC/Ipara crian¢as de 5 a 10 amgsidade

- Diagndstico
Valores Criticos Nutricional
< Percentil 0,1 < Escore-z -3 Magreza Acentuada
= ——
goPercennl 0.le< > Escore-z -3 e < Escore-z -2 Magreza
> il3e< i
§5E>ercent|l 3es > Escore-z -2 e<Escore-z + 1 Eutrofia
> Percentil 85< | >Escore-z +1€& Escore-z +2
97 Sobrepeso
il 97 > -z + -z + .
> Percentil 97e > Escore-z +2& Escore-z +3 Obesidade
<99,9
> Percentil 99,9 | > Escore-z +3 Obesidade grave

Fonte: WHO, 2007
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Tabela 8 -Estatura para - idade (E/I) - adolescentes de1®)amos de
idade

Valores Criticos Diagnostico Nutricional
< Percentil 0,1 | < Escore-z -3 :\g;gg baixa estatura para

> Percentil 0,1 | > Escore-z3

e<s 6<2 Baixa Estatura para a idade

Estatura Adequada para a

> Percentil 3 | > Escore-z -2 :
idade

Fonte: WHO, 2007

Tabela 9 -IMC para a idade (IMC/I) para adolescentes de 18 anos de
idade

Valores Criticos D|ag_npst|co
Nutricional

< Percentil 0,1 < Escore-z -3 Magreza
Acentuada

> Percentil 0,1e <3 |>Escore-z-3e<-2 Magreza

> Percentil 3e< 85 > Escore-z -2 e Escore-z + 1 Eutrofia

> Percentil 85< 97 >Escore-z +1 & Escore-z +2 Sobrepeso

gnggrcentll 9res > Escore-z +2 & Escore-z +3 Obesidade

> Percentil 99,9 > Escore-z +3 Obesidade
grave

Fonte: WHO, 2007
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ANEXO C - Férmulas para calculo da circunferéncia nuscular do
braco pela area muscular do braco

Célculo da circunferéncia muscular do braco (CMB)

CMB (cm) = CB (cm) — (DCT (mm) )

Estimativa da area muscular do braco

_AMB = CB — (DCT x 3.1416)
4 x 3,141

Estimativa da estimativa da area gordurosa do braco

AGB= CB x (DCT/10) — _ 0.314 x DCT/10
2 4

Fonte: FRISANCHO, 1988
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ANEXO D - Equacdes para o célculo da densidade cavpal e
percentual de gordura corporal

DENSIDADE CORPORAL (D)

Meninos e meninas de 0 a 1,99 anos
D ={1.1235 + (0.0016 [ID em mese%]}-0.0719 .log & 4 dobras)

Meninos de 2 a 18 anos
D=(1.1315+ {0.0018[ID em anos-2]})-({0.0719 — (0.06 [ID em anos 2] }

- loa (= 4 dobras’

Meninas de 2 a 10 anos
D= (1.13I5+{0.0004 [ID em anos2] })- ({ 0.0719 — ( 0.0003[ID em ancs
2] } - log (Z 4 dobras))

Meninas de 2 a 18 anos
D=(1.1315+ {0.0018[ID em anos-2]})-({0.0719 - 0.08QID em anos 2] } -
log (X 4 dobras))

Meninas de 11 a 18 anos
D = (1.1350 + {0.003I[ID em anos - 10]}) - ({0.0719 -@03 [ID em anos
- 2]} -log (= 4 dobras))

PERCENTUAL DE GORDURA CORPORAL (%G)

Meninos de 0 a 1,99 anos
%G= {[585 - 4,7 [ID em mese§f}/ D - {550 - 5,1[ID em mesesS)]}

Meninos de 2 a 18 anos
%G=({562 - 4,2 [ID em anos -2]ID) - {525 - 4,7[ID em anos - 2]}

Meninos de 0 a 1,99 anos
%G=({562 - 4,7 [ID em meseS§f}/ D) - {525 - 5,1[ID em mesed)’}

Meninas de 2 a 18 anos
%G=({553 - 4,2 [ID em anos -2]P) - {514 - 4,7[ID em anos - 2]}

D= densidade corporal; ID = idadez dobras = somatorio das dobras
cutaneas bicipital, tricipital, subescapular e atipaca
Fonte: WESTSRATE; DEURENBERG, 1988







ANEXO E - Escore de Shwachman — Kulczicky
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Graduagac | Pontos | Atividade Exame Fisict Estado Achados
Geral Nutricional Radiolégicos
Excelente 2t Atividade Normal, nac Mantém peso | Campos
(86-100) integra. tosse. FC e FR | altura acima do| pulmonares
Brinca, joga | normais. perc. 25. Fezes| limpos.
bola, vai a Pulmdes livres, | bem formadas,
escola boa postura. boa
regularmente, musculatura e
etc. ténus.
Bom 2C Irritabilidade | FC e FR Peso e altur Pequen:
(71-85) e cansago no | normais em entre perc. 15 e| acentuagdo
fim do dia. repouso. Tosse | 20. Fezes da trama
Boa rara, pulmdes discretamente | vasobrénqui
freqiiéncia na | livres. Pouco alteradas ca, enfisema
escole enfiseme discreto
Médio 1E Necessite Tosse ocasiong | Peso e altur Enfisema d¢
(56-70) repousar a vezes de acima do 3° média
durante o dia,| manha. FR percentil. Fezes| intensidade,
cansago facil | levemente anormais, aumento da
apos aumentada. pouco trama
exercicios, Médio formadas vasobrénqui
diminui enfisema. distensao ca
freqliéncia na | Discreto abdominal,
escola. baqueteamento | hipotrofia
nos dedo musculal
Moderadao | 1C Dispnéia ap6 | Tosse freqliient | Peso e altur Moderadc
(41-55) pequenas e produtiva, abaixo do enfisema,
caminhadas, | retracéo 3%percentill. areas de
repouso em | toracica. Fezes atelectasia.
grande parte | Enfisema anormais, Areas de
moderado, pode| volumosa infeccéo
ter deformidade | diminuicdo da | discreta,
no toérax. massa bronquiecta
Baqueteamento| muscular. sias
2- 3+.
Grave Ortopnéia Tosse intens Desnutrigac Extensas
(<€40) Confinado ao | Periodos de intensa alteracoes,
leito. taquipnéia e Distenséo fenébmenos
taquicardia e abdominal obstrutivos.
extensas Prolapso retal | Infeccéo,
alteracGes atelectasia e
pulmonares. bronquiecta
Faléncia sia
cardiaca direita.
Baqueteamento
3-4+,

Fonte:SHWACHMAN; KULCZYCKI, 1958





