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RESUMO

“Analise do tempo de solubiliza¢do do muco bronquico em pacientes
portadores de fibrose cistica colonizados por diferentes bactérias”

A fibrose cistica ¢ uma doenca que resulta na altera¢do do transporte idnico através do
epitélio respiratério. A desidratacdo da secrecdo pulmonar conduz a alteragdo do clearance
mucociliar e a colonizagdo do trato respiratorio. Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa sao os microorganismos freqiientemente detectados nas secrecdes pulmonares
desses pacientes. O objetivo deste estudo foi avaliar o processo de solubilizagdo do muco
bronquico em pacientes fibrocisticos, colonizados por diferentes bactérias, em solugdo salina
isotonica, através da técnica fotoacustica. As amostras foram divididas em trés grupos de
acordo com a cultura do escarro: grupo sem colonizacdo (grupo I), colonizado por
Staphylococcus aureus (grupo II) e colonizado por Pseudomonas aeruginosa (grupo III). O
esquema experimental incluiu uma lampada do tungsténio de 250W como fonte de luz e uma
célula fotoacustica de duas fases. A luz foi modulada mecanicamente em 23 Hz. As medidas
foram realizadas a cada cinco minutos com um tempo total de uma hora e quinze minutos,
utilizado um volume de 0.1mL de secrecdo. Nos primeiros quinze minutos, as amostras foram
nebulizadas com solugdo salina isotonica. Vinte e seis amostras foram analisadas (grupo [=7;
grupo I1=9; grupo I11=10). Os parametros estudados foram: sinal fotoacustico relativo pos-
solubilizagdo, tempo de pico da velocidade de solubilizagdo, intervalo de tempo de
solubilizacdo. Em relagdo a amplitude do sinal fotoacustico relativo pds-solubilizagdo ocorreu
aumento médio de 12% no grupo I, 7% no grupo II e ndo ocorreu aumento no grupo III.
Também foi observado aumento significativo de solubilidade para o grupo I (p<0,05) e grupo
IT (p<0,10), sendo descartado para o grupo III. Os resultados obtidos para tempo de pico da
velocidade de solubilizagdo foram: 10 (£2) para grupo I, 23 (£4) para grupo II e 9.4 (£0.8)
para grupo III. Esses valores podem ser atribuidos as diferencgas no processo de solubiliza¢ao
entre os grupos. Nao foi observada nenhuma diferenga entre o grupo I e grupo III porque o
processo de solubilizagdo no grupo III ndo foi eficaz com a utilizagdo da solucdo salina
isotonica. A solubiliza¢do nao satisfatéria no grupo III explica também o valor irreal de 0.2
(£0.1) para o intervalo de tempo de solubiliza¢do nesse grupo, quando comparado aos valores
do grupo I e grupo II: 4 (£2) e 2.5 (£0.8), respectivamente. O grupo I mostrou o maior valor
para esse parametro, provavelmente, porque as amostras sem colonizagdo tiveram menos
alteragdes de solubilidade. Esses resultados demonstram que a técnica fotoacustica pode ser
empregada com sucesso na analise de processos de solubilizagdo do muco brdénquico,
colonizado por diferentes bactérias.

Palavras chave: Muco bronquico, fibrose cistica, técnica fotoacustica, solugcdo salina
1sotonica, solubilizagao.



ABSTRACT

“The analysis of bronchial secretion solubility behavior
in cystic fibrosis patients with different bacterial colonization”

Cystic fibrosis is a disorder which results in aberrant ion transport across the
respiratory epithelium. The observed dehydration of airway secretion leads to the decrease of
mucociliary clearance and colonization of respiratory tract. Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa are the pathogens first detected in respiratory secretions of these
patients. The aim of this study was to evaluate the solubility behavior of the bronquial
secretion associated to isotonic saline solution in patients with cystic fibrosis with different
bacterial colonization. This was accomplished using the photoacoustic technique. The
samples collected were divided in three groups according to the sputum culture analysis:
group without colonization (group I), colonized by Staphylococcus aureus (group 1I) and
colonized by Pseudomonas aeruginosa (group III). The experimental setup included a 250W
tungsten lamp as the light source and a double-faced PA cell. Light was mechanically
modulated at 23 Hz. Measurements were performed each five minutes, up to a total time of
one hour and fifteen minutes with a volume of 0.1mL of the bronquial secretion. During the
first fifteen minutes, the samples were nebulized with isotonic saline solution. Twenty-six
samples were analyzed, (group 1=7; group II=9; group III=10). The variables analyzed were:
relative photoacustic signal after solubilization, solubilization characteristic time and
solubilization period. About the amplitude of relative photoacoustic signal after solubilization
occurred a mean increase of 12% in group I, 7% in group II and technically did not occurred
increase in group III. Also was observed significant increase of solubility for group I (p<0.05)
group II (p<0.10) and discarded for group IIl. The results obtained for solubilization
characteristic time were: 10 (£2) for group I, 23 (+4) for group II and 9.4 (+£0.8) for group III.
These different values are attributed to differences in the kinetics of the solubilization process
for these groups. There were no statistically significant differences between the groups group
I and group III; however, the solubilization process in group III was not effective, leading to
the conclusion that the isotonic saline solution employed was not able to help solubilization in
this group. The unsatisfactory solubilization for group III also explains the unreal value of 0.2
(£0.1) for solubilization period in group III, while for group I and group II the results were 4
(£2) and 2.5 (£0.8), respectively. Group I showed the highest value for this variable, probably
because samples without colonization had less alterations in solubility. These results
demonstrate that the photoacoustic technique can be successfully employed in the analysis of
solubilization processes of bronquial secretion with different bacterial colonization.

Key words: Bronquical mucus, cystic fibrosis, photoacoustic technique, isotonic saline
solution, solubilization
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1 INTRODUCAO

O aparelho respiratorio do ser humano possui uma grande superficie de interagdo com
o meio externo. Entretanto, no ar inspirado existem poluentes causadores de diversas doencas.
Geralmente, em condicdes fisiologicas, as particulas com didmetro superior a 10um ficam
retidas na nasofaringe, as com diametro entre 3 ¢ 10 pum depositam-se no compartimento
traqueobronquico e as entre 0.3 e 3 pm tém maior chance de chegar aos alvéolos. Portanto,
varios mecanismos de defesa atuam no aparelho respiratério, na tentativa de impedir a acao de

agentes agressores (HEYDER, 2004).

O sistema mucociliar é considerado um desses mecanismos. E constituido pelo liquido
periciliar, cilios e muco bronquico. Esses fluidos sdo produzidos por células mucosas e
serosas que sao cé€lulas secretoras das glandulas submucosas e também por células mucosas,
serosas € de Clara. Estes trés tipos de células sdo responsaveis pela formacao do epitélio das
vias aéreas e juntas formam uma camada pseudoestratificada sendo que a célula de Clara ¢ a
unica célula formadora do epitélio e secretora de muco que faz parte da porgado respiratéria
deste epitélio. Portanto, o nimero de células mucosas e serosas tende a diminuir em direcdo
ao territério de troca gasosa dos pulmdes, ja o numero de células de Clara aumentam. A
estrutura basica destas células inclui numerosos granulos de secregdo, sistema de Golgi,
reticulo endoplasmatico bastante desenvolvido e presenca de microvilosidades na superficie.
O produto de sua secrecdo tem fungdo de servir de veiculo para absor¢do e transporte das
substancias e lise de microorganismos. Entram na composi¢do do fluxo, que reveste as vias
aéreas, substancias antioxidantes, tampdes, imunoglobulinas e enzimas capazes de interagir
com microorganismos. Esse sistema ¢ responsavel pelo transporte didrio de um volume de

muco de aproximadamente 10mL em individuos normais. (KNOWLES; BOUCHER, 2002).
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O transporte do muco bronquico e das substancias englobadas por ele ¢ realizado
através de movimentos na direcdo de orofaringe, ou seja, das vias aéreas periféricas para as
centrais, com intuito de manter a integridade das vias aéreas inferiores. A hipersecrecao de
muco ocorre para a protegdo e esta relacionada diretamente com situagdes de agressdo ao

sistema respiratorio através de particulas inaladas (RUBIN, 2002; SOOD et al., 2003)

Durante os processos de infec¢do das vias aéreas podem ser encontrados no muco
bronquico grande numero de glicoproteinas mucosas e serosas, produtos inflamatérios
incluindo derivados de neutréfilos, acido desoxirribonucléico (DNA) e filamentos de actina,
além de bactérias, enzimas e debris de células. Essas alteragcdes contribuem para puruléncia,
aumento da viscosidade e diminui¢do da -eclasticidade do muco tornando-o menos

transportavel (WIDDICOMBE; WIDDICOMBE, 1995; RUBIN, 2002).

Nos individuos normais, 0 muco nao permite que as macromoléculas atinjam as vias
aéreas inferiores e possui propriedades bactericidas. Entretanto, isso ndo ocorre em algumas
doengas como, por exemplo, a fibrose cistica. Além disso, os pacientes portadores de fibrose
cistica também possuem anormalidades no transporte de eletrdlitos e infec¢do crdonica por
microorganismos como Staphylococcus aureus € Pseudomonas aeruginosa. Tudo isso resulta
em alteracdes importantes nas propriedades fisico-quimicas do muco, desidratando-o,
tornando-o mais espesso e viscoso. Esse muco estagnado na arvore respiratoria determina
fenomenos obstrutivos, predispondo a mais infeccdo (WILSON; DOWLING; JACKSON,

1996; GOVAN, 2000; TARRAN, 2004).

Varias medidas terapéuticas s3o utilizadas com esses pacientes na tentativa de

fluidificacdo das secre¢des anormais, para facilitar sua remog¢do. Dentre elas destacam-se as
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técnicas e recursos fisioterapéuticos associados a farmacos (KING et al., 1997; PAUL et al.,

2004).

Agentes mucoativos como, por exemplo, as solu¢des salina isotonica (0,9% de NaCl)
e hipertonica (NaCl > 0,9%), sao utilizados como agentes inalatdrios pela capacidade de
modificar a producdo de muco, sua secre¢do, natureza, composi¢cdo e/ou interagdes com o
epitélio mucociliar em diversas doengas. A utilizagdo dessas solugdes pode promover a
solubilizagdo do muco. Esse processo ocorre através da diminuicdo da concentragdo do
material pela hidratacdo dos ions e, conseqiientemente, pelo aumento do nimero de moléculas
de 4gua imediatamente proximas (POPOV et al., 1995; PIZZICHINI et al., 1999; CATALDO

et al., 2001).

Em nivel microscopico, as propriedades de difusdo térmica, condug¢do de calor e
viscosidade do muco possuem mecanismos analogos de funcionamento. No caso da conducao
de calor, ocorre a transmissdo de energia cinética (K) entre as moléculas. No caso da
viscosidade, ocorre transmissao do momento linear (p) (RESNICK; HALLIDAY, 2003). O
fato a que a energia cinética K esta relacionada diretamente momento linear (K=p*/2m) indica
que as propriedades térmicas e reologicas de um mesmo material estdo intimamente

relacionadas.

Existem varias técnicas para estudar as propriedades térmicas da matéria, dentre elas a
técnica fotoacustica que é baseada no efeito fotoacustico, o qual corresponde a geragdo de
som quando um material absorve luz pulsada numa camara fechada. A amplitude do som

gerado depende das propriedades térmicas e Opticas do material absorvedor. Os materiais
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estudados através dessa técnica podem ser liquidos, cristais, gases ¢ materiais bioldgicos.

(ROSENCWAIG, 1982; VARGAS et al., 1988).

Nao existem estudos prévios que avaliem a solubilizagdo do muco bronquico através
da técnica fotoacustica, em pacientes portadores de fibrose cistica, colonizados por diferentes

bactérias.



2. JUSTIFICATIVA
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2 JUSTIFICATIVA

Pacientes portadores de fibrose cistica que apresentam infecgdes pulmonares
recorrentes devido ao acimulo de secre¢do e colonizagdo por microorganismos evoluem com
destrui¢do importante do parénquima pulmonar, piora do prognostico e expectativa média de
vida (WAGENER; HEADLEY, 2003). Diversos estudos descrevem as alteracdes de
viscosidade do muco bronquico de pacientes portadores de fibrose cistica, colonizados por
diferentes bactérias (GILLIGAN, 1991; BENTZMANN; ROGER; PUCHELLE, 1996; REIS;
DAMACENO, 1998; SADOWSKA et al., 2002). Entretanto, embora existam estudos,
avaliando reologia e viscoelasticidade desse tipo de amostra, a literatura carece de estudos que

avaliem comparativamente a solubilizacdo desse muco, colonizado por diferentes bactérias.

Neste trabalho, propde-se uma metodologia para avaliacdo direta da cinética de
solubilizacao, utilizando a técnica fotoacustica empregada com freqiiéncia crescente nas areas
biologica e biomédica (BARJA et al., 2001; ANJOS et al., 2005; ROMPE et al., 2005; LIMA
et al., 2005). Desse modo, o presente estudo se torna de fundamental importancia para a
verificacao da aplicabilidade dessa técnica na avaliagdo da solubilizacdo do muco bronquico e
de sua sensibilidade para determinagdo do tempo e periodo de solubilizagdo, de acordo com a

presenca ou nao de colonizagdo e do tipo de bactéria.
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3 OBJETIVOS

e Verificar a ocorréncia de solubilizagio de muco bronquico, utilizando-se solucao
salina isotonica em portadores de fibrose cistica sem colonizacdo, ou colonizados por

diferentes bactérias;

e Avaliar o tempo de solubilizacgio do muco bronquico, utilizando-se solucdo salina
isotonica, em portadores de fibrose cistica sem colonizagdo, ou colonizados por

diferentes bactérias;

e Comparar a cinética de solubilizagdo do muco bronquico em portadores de fibrose
cistica sem colonizacao, ou colonizados por diferentes bactérias, utilizando-se solugdo

salina isotonica como agente solubilizador.



4. FIBROSE CISTICA
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4 FIBROSE CISTICA

4.1 Generalidades

A Fibrose Cistica (FC) ou mucoviscidose ¢ de uma afeccdo genética, sistémica,
monogénica e com um padrdo de heranga autossdmico recessivo, ou seja, sdo necessarios dois
genes defeituosos, sendo um proveniente do pai e outro da mae do doente. A doenca ¢
caracterizada por uma disfun¢do generalizada das glandulas exdcrinas, com carater evolutivo
cronico e progressivo que compromete o funcionamento de praticamente todos os orgaos e
sistemas. O sistema respiratdrio, gastrointestinal e o trato genito urinario sdo os mais
atingidos. As manifestagdes clinicas incluem doenca pulmonar obstrutiva cronica, deficiéncia
nas enzimas pancredticas, obstrucdes intestinais ¢ no homem infertilidade. Quando a FC ndo ¢
tratada pode ser responsavel pela morte precoce devido a infeccdo pulmonar. (REIS;

DAMACENQO, 1998; RATJEN; DORING, 2003).

A doenga foi reconhecida apenas no final dos anos 30, quando o avango dos
antibioticos revelou um grupo de pacientes resistentes a utilizacdo dessas drogas. Os
primeiros relatos de taxas elevadas de eletrdlitos no suor foram documentados nos anos 50 e a
aberracdo genética apenas no final dos anos 80. Inicialmente, pela sua alta e precoce

mortalidade, era considerada uma doenga exclusiva do grupo pediatrico (ROSENSTEIN;

CUTTING 1998).

Os avangos tecnologico e cientifico possibilitaram a instalacao de diagndstico precoce
e, atualmente, a doenga atinge adolescentes e adultos jovens. Entretanto, a expectativa de vida
ainda gira em torno de 30 anos de idade. Sua incidéncia ¢ maior em populagdes caucasoides,
principalmente nos paises desenvolvidos, entretanto, ainda ndo ¢ sabido o motivo de tal

incidéncia. Porém, existem poucos trabalhos analisando a populag¢ao de portadores de fibrose
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cistica nos paises em desenvolvimento. As medidas de saude publica nesses paises sdo
baseadas em dados internacionais. No Brasil, a falta de informag¢des ¢é evidente

(ROSENSTEIN; CUTTING 1998; ALVAREZ et al., 2004).

A FC possui um padrao de heranca autossomico recessivo, sendo necessario dois
genes defeituosos para manifestagdo clinica da doenga, que deste modo atinge apenas
individuos homozigotos. Seu diagndstico ¢ baseado nas manifestagdes clinicas encontradas
nos pacientes. E confirmado pelo exame do suor, que mede a concentragio aumentada do
cloro, e também pelo teste de DNA, na tentativa de identificar a mutacdo da doenca

(WAGENER; HEADLEY, 2003; GILBSON; BURNS; RAMSEY, 2003).

4.2 Aspectos genéticos e conseqiiéncias das anomalias de transferéncia i6nica nas vias
aéreas

O gene da FC localiza-se no braco longo do cromossoma sete, 16cus 31, exon 10, é
unico ¢ ¢ responsavel pela codificagdo de uma proteina do canal de cloro denominada
proteina reguladora da condutancia transmembranar da fibrose cistica (CFTR). Essa proteina
encontra-se disposta em dois dominios transmembrana, para a formagao do canal de cloro e
contém sitios de fosforilacdo. Portanto, esse canal encontra-se sob a regulagdo do AMP-
ciclico. As alteragdes encontradas na doenga devem-se a mutagdes no gene da fibrose cistica,
na proteina CFTR e nos canais de cloro, gerando anormalidades no transporte i6nico. Mais de
800 mutagdes ja foram descritas na literatura. Entretanto, a mais freqiiente ¢ a delegdo de trés
nucleotideos especificos (ATT) que determina a falta do aminoacido fenilalanina na posi¢ao
508 na proteina CFTR. Essa aberragdo genética é conhecida como mutacdo AF508 ¢ esta
presente em aproximadamente 70% dos pacientes na América do Norte e Europa

(GRUENERT, 2003; BERNARDINO et al., 2003).
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O mecanismo fisiopatologico primario da FC ¢é causado pela anormalidade no
transporte do ion cloro nas células epiteliais através da CFTR, que ndo apresenta o seu canal
aberto para a passagem do ion. O canal de cloro encontra-se alterado na borda em escova da
célula, evidenciando uma limitacdo na sua extrusdo. Essa alteragdo ¢ responsavel por uma
diminui¢do da permeabilidade ao ion na membrana das células epiteliais. Com a sua menor
saida da célula ocorre uma maior reabsor¢ao do ion sédio para a manutengdo do equilibrio
cloro/sodio. Essa movimentagdo do sédio carreia dgua, diminuindo a hidrata¢do no interior
dos canais exocrinos, conseqiientemente, as secregdes pulmonares produzidas sdo viscosas €
aderentes (Figura 1). Isso dificulta o clearance mucociliar e facilita infec¢des persistentes

(WAGENER; HEADLEY, 2003; GILBSON; BURNS; RAMSEY, 2003).

FIBROSE CISTICA

LY

FIBROSE CiSTICA

Figura 1: Desenho esquematico das glandulas exocrinas em sujeitos normais e em pacientes portadores de

fibrose cistica (ROBBINS et a/, 2000).

Os portadores de FC apresentam eliminagdo exagerada de sal pelas secrecdes
exocrinas, particularmente pelo suor, onde sdo encontrados niveis altos dos ions sodio e cloro.

Existe uma forte alteragdo do gene controlador do transporte de cloro, o que bloqueia o
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transporte reverso desse ion e sua excessiva excrecao pelas glandulas sudoriparas, pancreas,
vias aéreas e pelo intestino. Os sistemas tubulares de conducdo exdcrina, apos a excrecao de
sal, exibem uma exagerada secre¢do de muco com viscosidade aumentada que obstrui os
ductos das glandulas pela dificil remogdo. As alteragdes obstrutivas serdo responsaveis por
infecgdes secundarias que conduzem a insuficiéncia pancredtica ou respiratoria. As
anormalidades no transporte de eletrolitos sdo responsaveis por alteracdes nas propriedades
fisico-quimicas do muco, desidratando-o e tornando-o mais espesso e viscoso. Esse muco
estagnado na arvore bronquica determina fendmenos obstrutivos, predispondo a infecgdo e
resultando em um circulo vicioso (WAGENER; HEADLEY, 2003; GILBSON; BURNS;

RAMSEY, 2003).

Essas infec¢des sdo predominantemente causadas por bactérias, embora infec¢des por
virus e micobactérias também possam ocorrer. Entre os microorganismos mais freqiientes
encontrados nesses pacientes destacam-se Pseudomonas aeruginosa € Staphylococcus aureus.
Estas bactérias depois de instaladas sdao dificeis de serem erradicadas. A colonizagdao dos
portadores de fibrose cistica contribui para a destruicao epitelial progressiva. A versao
molecular mais aceita, para justificar a colonizagdo/infeccao bacteriana cronica ¢ a de que as
alteragdes i6nicas no muco bronquico inibem a func¢do antimicrobiana peptidica, aumentam a
secrecdo de mucinas e reduzem a resisténcia a patogenos bacterianos (PUCHELLE;

BAJOLET; ABELY, 2002).

A disfungdo das glandulas exdcrinas pulmonares ¢ responsavel pela geracdo de
secrecOes espessas e as alteragdes anatomo-patologicas que se instalam nos primeiros meses
de vida das criangas. Devido a dilatagdo e hipertrofia das glandulas produtoras de muco, as
pequenas vias aéreas sdo acometidas e ocorre posteriormente obstrucdo broquiolar,

desenvolvimento gradual de bronquiectasias, destruicdo do parénquima pulmonar e redugdo
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da capacidade funcional respiratoria. Existem relatos de que 90% dos pacientes com FC
morrem devido a progressdo da doenca pulmonar (CAMARGOS; QUEIROZ, 2002;

ANDRADE et al., 2001).

A obstrucao cronica das vias aéreas proporciona o desenvolvimento de processo
inflamatério difuso, dilatacdo e hipertrofia das células secretoras de muco, atelectasias,
dispnéia, aprisionamento de ar, alteracdo na relagdo ventilagdo perfusdo, diminuicdo do
volume expiratério for¢ado de primeiro segundo (VEF;) e capacidade vital, além de
hipoxemia, ou seja, oxigenagdao inadequada. Também, podem ser observadas alteracdes na
absor¢ao de lipides, refletindo no estado nutricional do paciente e gerando um
hipodesenvolvimento global de todo organismo, inclusive do sistema muscular (PINET et al.,

2003).

As manifestagdes clinicas tipicas da doenga sdo tosse, diarréia cronicas e desnutricao.
Entretanto, a FC também pode se manifestar de outras maneiras, dependendo dos sistemas ou
orgdos acometidos. O acometimento respiratdrio € progressivo, de intensidade varidvel e
ocorre em mais de 95% dos pacientes, sendo que o acometimento pulmonar determina o

prognostico final (REIS; DAMACENO, 1998).
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5 APARELHO MUCOCILIAR

5.1 Aspectos morfofuncionais

O pulmio humano representa a mais ampla superficie corpérea em contato direto com
0 ambiente externo. Portanto, possui complexos e numerosos mecanismos fisico-quimicos e
imunolodgicos especificos e inespecificos de defesa, uma vez que o sistema respiratorio
representa um dos alvos principais dos efeitos adversos da poluicdo atmosférica. Os
mecanismos de defesa pulmonar sdo condicionamento, filtragdo e limpeza do ar inspirado
(HOUTMEYERS et al., 1999; ZIN; ROCCO, 1999; HASANI et al., 2004; MORGAN et al.,

2004).

O condicionamento ¢ uma série de eventos fisiologicos que t€ém por finalidade
aquecer, umidificar e depurar substancias e particulas toxicas inaladas. Essa fungdo ¢
realizada por alguns segmentos das vias aéreas superiores como, nariz, boca e faringe

(SALDIVA, 1990; ZIN; ROCCO, 1999).

O mecanismo de filtragdo do ar inspirado ¢ assegurado pela acdo mecénica dos pélos
do vestibulo nasal. Nessa fase de defesa pulmonar, ocorre a deposicdo de particulas na
camada mucosa das vias aéreas e quanto maior o volume das particulas maior serd sua
deposicdo nas vias aéreas superiores. Esses elementos funcionam como filtro na manutengao

da integridade das vias aéreas inferiores. (KING, 2000).

Quando as particulas e os corpos estranhos de menor didmetro ndo sdo retidos no
nariz, acabam se depositando nas paredes das vias aéreas inferiores como os bronquios e

bronquiolos. Os processos basicos de depuracdo como a tosse € o sistema mucociliar realizam
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essa remoc¢do para manter as vias aéreas relativamente limpas e estéreis (HARDY, 1994;

HOUTMEYERS et al., 1999).

O epitélio de revestimento das vias aéreas possui papel importante na homeostase do
organismo. A atividade mucociliar, responsavel pela remocao de particulas das vias areas,
representa a mais notavel entre as modalidades de protecdo e recebe a denominagdo de
transporte mucociliar. Esse transporte consiste no acoplamento entre um componente
viscoelastico, 0 muco bronquico, € o epitélio ciliado que promove um fluxo de fluido em
direcdo a orofaringe. Como conseqiliéncia ocorre a depuragdo de substancias e particulas
depositadas ao longo do trato respiratorio. Portanto, ¢ um mecanismo de defesa pulmonar
frente a microorganismos ¢ agentes agressores inalatorios. Na presenga de doengas

pulmonares, que alterem esse sistema, essa depuracao ¢ realizada através da tosse efetiva.

(DONNO et al., 2000).

Na auséncia de doencas respiratdrias, o sistema mucociliar realiza a higiene bronquica
através da interacdo dos seus componentes. A camada de muco, que protege o epitélio
traqueobronquico, forma uma barreira de defesa contra os agentes nocivos inalados no ar

atmosférico (VAN DER SCHANS et al., 1999; LILLEHOJ; KIM, 2002).

5.2 Producéo e transporte de muco bronquico humano

Para que a fisiologia do transporte mucociliar seja compreendida ¢ de fundamental
importancia entender a morfologia do epitélio respiratério, a regulagcdo do fluido ao longo das
vias aéreas, a composi¢cdo bioquimica, reologia dos produtos de secrecdo bronquica e a

mecanica da interagdo entre o cilio e o muco (SALDIVA, 1990).
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Ao longo de sua extensao, o epitélio das vias aéreas vai se modificando de acordo com
as diferentes solicitacdes funcionais de cada microambiente do trato respiratorio. Esse epitélio
¢ revestido pelo fluido das células secretoras e pela transudacao de liquido dos alvéolos e vias
aéreas, o qual ¢ impermeavel a agua. As células secretoras localizam-se nas glandulas da
submucosa dos bronquios e no epitélio das vias aéreas. A secrecdo dessas células tem como
objetivos a absorcao e transporte de substincia e lise de microorganismos (HOUTMEYERS et

al., 1999).

As células ciliadas situam-se sobre o ponto mais alto das células cilindricas e
cilindrico-cubicas das vias aéreas e sua altura diminui progressivamente das vias aéreas
proximais para as distais. Possuem forma colunar e um cilio tipico consiste de nove duplas de
microtibulos periféricos de fibrilas tubulares, interligados por pontes de proteinas, dispostos
ao redor de um par central. O total de cilios gira em torno de 3 x 10'2. Os diferentes fenotipos
das células ciliadas ao longo do trato respiratério visam a propiciar uma adequacdo da
velocidade de transporte as necessidades de cada segmento do trato respiratorio. A motilidade
ciliar ¢ obtida através da energia fornecida pela hidrolise do ATP, pela dineina ATPase. Seu
movimento ¢ do tipo pendular, todos os cilios se alinham paralelamente, cada fila bate de
maneira sincronica antes da subseqiiente e logo apos a precedente. Além da acao da ATPase,
outros fatores como a concentracdo de ion calcio interferem na motilidade ciliar, através da
modificagdo dos niveis de atuagdo da dineina ATPase (IBANEZ-TALLON; HEINTZ;

OMRAN, 2003; HO et al., 2001).

O fluido bronquico ¢ composto por duas fases: a epifase gel e a hipofise sol. A
primeira fragmenta-se em diversos pontos pela acdo do batimento ciliar e ¢ formada pelo
produto de secre¢des das células mucosas do epitélio e glandulas submucosas. A segunda ¢

continua desde a traquéia até os bronquiolos e ¢ produzida pela secrecdo de células serosas,
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pelas células de Clara, pelo fluxo de dgua dos vasos sanguineos e linfaticos, associados ao

transporte ativo de liquido pelo epitélio (KING, 1998).

No momento de sua formagao, o muco tem consisténcia fluida, apds a sua excre¢ao no
lumen das vias aéreas, o movimento ciliar providencia a sua distribui¢ao entre os cilios (fluido
intersticial) e sobre eles (tapete mucoso). Em condigdes normais, apenas o fluido interciliar
esta presente nas vias aéreas. O muco ¢ composto por aproximadamente 1% do seu peso de
sais e outros componentes, 0,5 - 1% de proteinas livres, uma proporcao similar de carboidratos
ricos em glicoproteinas e mais de 95% de agua. No muco bronquial, ¢ adicionada uma

quantidade significante de lipidios (HOUTMEYERS et al., 1999).

Um aumento na espessura da hipofise sol seria responsavel pelo desacoplamento entre
o muco e o cilio, ja a sua diminui¢cdo acarretaria prejuizo no transporte ciliar. A regulacdo da
quantidade de fluido nessa fase depende das células epiteliais. Essas células absorvem e
secretam liquidos utilizando energia para que, através de diferencas de concentragdo e
diferengas de carga elétrica na membrana, as movimentagdes idnicas possam ocorrer

(IBANEZ-TALLON; HEINTZ; OMRAN, 2003).

O transporte de ions através do epitélio produz diferengas de concentragdo e a dgua se
movimenta da solucdo menos concentrada para a mais concentrada através do espaco
intercelular, portanto o estado funcional dos canais de soédio, que sdo responsdveis pela
absorc¢do de 4dgua da face interna para o intersticio e dos canais de cloro, que sdo responsaveis
pela secre¢do de 4gua para a face interna, desempenha um papel fundamental para um perfeito
acoplamento entre o muco e o cilio. A propulsdo do fluido bronquico pelos cilios ¢ conseguida
pelo fato do batimento ciliar ser assimétrico. O ciclo do batimento ciliar ¢ dividido em duas

fases, uma de batimento efetivo, onde o cilio alcanga sua extensdo maxima e penetra na sua
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extremidade, na epifase gel em um plano perpendicular a superficie da célula ciliada. A
segunda fase do batimento ciliar recebe a denominacdo de batimento de recuperagdo, no qual
o cilio se dobra e retorna a posi¢ao inicial, com uma velocidade duas vezes menor que a do

batimento efetivo (IBANEZ-TALLON; HEINTZ; OMRAN, 2003).

5.3 Propriedades reolégicas do muco bronquico

Estudos fisico-quimicos do muco bronquico tém mostrado que diferentes tipos de
proteinas e glicoproteinas sdo os seus principais constituintes e formam um esqueleto protéico
unico, ao qual se acoplam multiplas cadeias de agucares. A composi¢ao de aminoacidos dessas
glicoproteinas ¢ bastante incomum e possui duas por¢des: uma glicosilada (possui glicose) em
que seus componentes se ligam por meio de ligagdes denominadas O-glicosidicas e outra nao
glicosilada, rica em cisteina, que ¢ capaz de interagir através de ligagdes de pontes dissulfeto
intra e intermoleculares (KING, 1998).

O grande numero de possibilidades de ligacdes existentes tanto na por¢do glicosilada
como nao glicosilada faz prever que as glicoproteinas do muco possam assumir uma
configuracdo bastante peculiar na luz das vias aéreas. Sua estrutura macromolecular ¢
determinada pelas liga¢des de dissulfeto intra e intermoleculares, bem como pelas ligagdes O-
glicosidicas entre os agucares que compde as glicoproteinas. Outros fatores como o grau de
hidratagdo do muco e teor de outras macromoléculas (imunoglobulinas ¢ DNA), o pH ¢ a
composi¢ao idnica do meio interferem com o arranjo espacial das moléculas de glicoproteinas,
alterando conseqlientemente o seu comportamento mecanico (KING, 1998).

A presencga de ligagdes estaveis como as pontes dissulfeto e as ligagcdes O-glicosidicas,
ao lado de interag¢des i0nicas de menor estabilidade, preenche os requisitos moleculares para a
existéncia de um componente elastico (ligagdes estaveis) e de outro componente deformavel,

viscoso, representado, pelas ligagdes menos estdveis. Devido a essa complexa conformagao
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bioquimica de natureza polimérica, 0 muco bronquico tem um numero de propriedades nao-
lineares e dependéncia temporal de fluxo, sendo considerado um material viscoelastico.
Portanto, tem caracteristicas liquidas e solidas. A viscosidade é a resisténcia ao fluxo e
representa a capacidade de um material absorver energia enquanto se move. A elasticidade ¢ a
capacidade de um material armazenar energia, para se mover ou deformar-se. A espinabilidade
corresponde a capacidade especifica do muco ser esticado, alongado. Em liquidos
viscoelaticos como o muco, a viscosidade diminui com o aumento da tensdo ¢ as mudangas

entre a viscosidade e a elasticidade estdo geralmente interligadas (KING, 1998).

Como o0 muco apresenta um comportamento viscoelastico, parte da energia transmitida
pelo cilio ao muco ¢ dissipada sob forma de calor. O parametro, que regula a eficiéncia da
transmissdo de energia do cilio no tapete mucoso, representa a relagdo entre energia dissipada
e energia armazenada por batimento. Quanto maior esta relagdo mais energia ciliar sera
perdida na forma de calor com conseqiiente perda de eficiéncia mecanica do sistema

(HOUTMEYERS et al., 1999).

5.4 Regulaciao da depuracio mucociliar na satde e na doenc¢a

O transporte do muco bronquico depende da integridade do componente ciliar do
sistema mucociliar e da capacidade do muco ser transportavel pelos cilios e pela tosse, assim
como depende das propriedades fisicas do mesmo. Em sujeitos saudaveis, o muco bronquico
e a atividade mucociliar representam uma eficiente barreira contra particulas exogenas e
bactérias. O muco engloba as bactérias e os agentes nocivos, € o transporte dos mesmos para
fora das vias aéreas ¢ realizado pelo batimento dos cilios. Em condigdes patoldgicas, o
aumento no volume de muco, assim como mudangas em suas propriedades fisicoquimicas,

debilitam a atividade ciliar, resultando em uma deficiéncia do transporte mucociliar, que pode

ser compensada pelo mecanismo de tosse (HARDY, 1994).
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Fatores fisiologicos tais como idade, sexo, postura e exercicios podem influenciar a
depuracao mucociliar devido as alteragdes nos cilios, no muco, no liquido periciliar ¢ ou na
combinacdo de ambos. Varias doencas também podem estar relacionadas com alteragcdes no
transporte mucociliar. Nos pacientes portadores de FC, ocorre alteracdo importante no
componente viscoelatico do muco devido as anormalidades no transporte i6nico. Como
resultado, a eficadcia do mecanismo de clearance mucociliar fica prejudicada e os pulmdes

podem ficar mais susceptiveis as infecgdes bacterianas (HOUTMEYERS et al., 1999).

5.5 Métodos de avaliacdo da transportabilidade do muco bronquico e estudos de suas

propriedades reoldgicas

O transporte do muco bronquico depende da integridade do componente ciliar do
sistema mucociliar, da capacidade do muco ser transportavel pelos cilios e pela tosse e de suas
propriedades fisicas. Existem diferentes métodos de coleta desse material. Porém, a maioria
dos estudos recorre ao escarro, que € a secre¢dao eliminada das vias aéreas através da boca.
A expectoracao ¢ uma forma de coleta ndo invasiva, porém, o muco expectorado pode ser
contaminado por componentes de escamacao epitelial e saliva. Apds a coleta a técnica de
congelamento e de armazenamento ¢ de fundamental importancia para evitar danos celulares
(PUCHELLE; ZAHM, 1988; VAN DER SCHANS et al, 1999; KING, 2000; OUT;

JANSEN; LUTTER, 2001).

Um sistema utilizado para o estudo do transporte mucociliar ¢ realizado no palato de
rd. Esse sistema ¢ viabilizado por um modelo experimental utilizado nos laboratorios que
estudam as propriedades reoldgicas do muco respiratorio, uma vez que o palato de ra possui

um epitélio similar ao das vias aéreas dos mamiferos (MACCHIONE et al., 1995).
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Para o estudo do deslocamento do muco também sao utilizados modelos de maquina
simuladora de tosse que avaliam a eficiéncia das forcas envolvidas na interagdo ar-muco
durante a tosse, o local das vias aéreas de mais facil movimentacdo do muco e a ampliagao
desse fenomeno. O transporte do muco através da tosse € um mecanismo complexo que
depende de fatores, como o padrio do fluxo aéreo, o didmetro, o comprimento € a
flexibilidade do tubo utilizado como modelo de via aérea, a presenga da fase sol, a espessura e

as propriedades fisico-quimicas da fase gel do muco (KING, 2000).

A forca de adesdo entre o muco e uma superficie solida e a medida do seu angulo de
contato sdo reflexos da tensdo superficial desse material. A propriedade fisica que demonstra
o comportamento de um liquido sobre uma superficie plana ¢ denominada wettability, sendo
caracterizada pelo dngulo de contato (também denominado dngulo de adesdo); expressa a
capacidade do material, no caso o muco, se espalhar quando colocado sobre uma superficie
plana. Algumas técnicas podem ser utilizadas para a leitura desse angulo através da
visualizagdo de uma gota do material sobre uma lamina pelo gonidometro. O sistema ¢
inclinado e o angulo ¢ medido quando a gota estd em movimento (MACCHIONE et al., 1995;

HOUTMEYERS et al., 1999).

O microrredmetro magnético ¢ usado para o estudo de propriedades viscoeldsticas do
muco normal do trato respiratorio principalmente com amostras que sdo moderadamente
claras e com uma viscoelasticidade intermediaria. No entanto, com certa adaptagdo, ele pode
ser utilizado para analise de escarro com ampla variabilidade de propriedades reologicas e
grande opacidade. Esta técnica permite a mensuragdo da viscoelasticidade dindmica com a

utilizagdo de microlitros de muco. E realizada a partir do estudo da relagio temporal entre a
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forga e deslocamento de uma pequena bola de aco submetida a acdo de um campo magnético

(KING, 1998).



6. AEROSSOLTERAPIA
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6 AEROSSOLTERAPIA

A utilizacdo de medicagdo inalatoria sob a forma de aerossol para o tratamento de
doengas do trato respiratorio tem uma longa historia na terapia medicamentosa. Apesar de o
termo ‘‘aerossol’’ ndo ter sido utilizado antes de 1920, a terapia inalatéria com propodsitos
terapéuticos data de 4.000 anos atrés, na India. No final do século XVIII e durante século XIX,
as nebulizagdes tornaram-se populares. Os primeiros nebulizadores foram desenvolvidos na
Franca, nos anos de 1800, e foram definidos como instrumentos para converter uma solugao
em particulas de aerossol, especialmente, para propositos médicos. Nos ultimos 50 anos,
houve um grande avango na aerossolterapia, devido aos progressos tecnologicos e cientificos.

(ANDERSON, 2005; RAU, 2005).

Um nebulizador pode ser utilizado para inalacdo quando um sistema mais simples nao
pode produzir um efeito otimizado. Converte uma solucdo em particulas de aerossol que estao
suspensas em uma corrente de gés. O objetivo de uma terapia por nebulizagao ¢ distribuir uma
dose terapé€utica de substancias prescritas como aerossol na forma de particulas respiraveis, ou
seja, menores que 5 um de didmetro. O tempo da terapia pode variar entre 10 a 15 minutos

(CATALDO et al., 2001; HAIDL et al., 2000).

Para a realizagdo da nebulizagdo, existem dois tipos de aparelhos disponiveis. Os
nebulizadores a jato e os ultra-sonicos. No nebulizador a jato, o gas dirigido ¢ forcado através
de um orificio estreito. A pressdo negativa, criada em volta do orificio, atrai para cima a
solugdo e o jato de gas fragmenta o liquido em goticulas. As menores particulas na forma de
névoa sdo disponibilizadas para o paciente, e as maiores caem novamente para dentro do

reservatorio, para serem recicladas (DOLOVICH, et al., 2005).
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No nebulizador ultra-sonico, o aerossol ¢ criado a partir de ondas sonoras de alta
freqiiéncia (1-2 MHz). Uma corrente elétrica aplicada a um cristal piezelétrico causa as
vibragdes ultra-sonicas. As ondas sonoras propagam-se através liquido até a superficie onde
produzem o aerossol. O tamanho da particula ¢ influenciado pela freqiiéncia de oscilagdo do

cristal (DOLOVICH, et al., 2005).



7. PATOGENOS NA FIBROSE CISTICA
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7 PATOGENOS NA FIBROSE CIiSTICA

Os pacientes com FC sofrem infec¢des repetidas e, em cada exacerbagdo, a funcio
pulmonar piora. Eventualmente, estes pacientes podem evoluir com faléncia pulmonar e
morte. Existem varias hipdteses que relacionam a mutacdo na CFTR com as infecgdes

recorrentes. Entretanto, ndo ha consenso entre elas (RATJEN; DORING, 2003).

Pouco se sabe em relagdo as alteracoes no gene da CFTR e sobre a maior
predisposicdo dos pacientes portadores de FC a uma bactéria especifica dentre as mais
freqiientemente encontradas. Entretanto, a colonizacao precoce por Pseudomonas aeruginosa
esta associada com o aumento significativo da morbidade dos pacientes e sua associacdo com
Staphylococcus aureus relacionada ao aumento significativo da mortalidade (PLOTKOWSKI;

BAJOLET-LAUDINAT; PUCHELLE, 1993).

As células epiteliais dos portadores de FC diferem das células de sujeitos normais na
permeabilidade aos ions cloro e na liberagdo de glicoconjugados de alto peso molecular. Esses
fatores podem estar relacionados a interagdo das bactérias com a superficie das vias aéreas. A
bacteriologia do trato respiratorio, realizada através da cultura de escarro, prediz, com

precisdo, a presenca € o tipo de bactéria nos pulmdes (RATJEN; DORING, 2003).

A infecgdo pulmonar croénica ¢, usualmente, associada com um numero limitado de
organismos. Staphylococcus aureus €, geralmente, a primeira bactéria encontrada na cultura de
secre¢do pulmonar desses pacientes, portanto ¢ isolada principalmente em lactentes. A causa
da sua presenga precoce e persistente ¢ desconhecida, mas uma importante propriedade dessa
bactéria ¢ sua habilidade para mudangas fenotipicas. Sua viruléncia depende de dois fatores

que estdo relacionados a capacidade da bactéria aderir ao epitélio respiratorio e evadir o
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clearance imune. O &cido teicdico, um polimero de ribitol, um agucar alcoolico formado pela
reducdo da ribose, e glicerofosfatos, e 0 muco parecem estar envolvidos na aderéncia desse
microrganismo as células da mucosa do epitélio respiratorio. Entretanto, a maneira como esses
fatores interagem nesse processo ainda nao ¢ conhecida. (GILLIGAN, 1991; BENTZMANN;

ROGER; PUCHELLE, 1996; SADOWSKA et al., 2002).

Essa bactéria produz uma variedade de fatores de viruléncia que permitem a alteracao
do clearance imune, entre os quais podem ser citados: a leucocidina, que ¢ particularmente
eficaz em causar danos as células fagocitarias, e a proteina A, que se liga a imunoglobulina G,
impedindo sua fun¢do como anticorpo. Também sdo produzidos outros fatores responsaveis
pela viruléncia como as hemolisinas, hialuronidase, catalase, coagulase e uma variedade de
exotoxinas. A lesdo da via aérea por Staphylococcus aureus ocorre através da liberacao de
toxinas extracelulares ou do estimulo a resposta inflamatoria, facilitando a ligagcdo e aderéncia

posterior de Pseudomonas aeruginosa (GILLIGAN, 1991).

A predisposicdo dos portadores de FC para a colonizagdo por Pseudomonas
aeruginosa ¢ conhecida, entretanto, ainda ndo existe explicacdo satisfatoria para o fendmeno.
Essa bactéria ¢ a que possui o maior indice de coloniza¢do nesses pacientes, com taxas que
variam de 50 a 70% e aumentam com a idade. Entretanto, ndo coloniza, com freqiiéncia, os
pacientes nos primeiros anos de vida. Estd mais presente na infancia tardia e adolescéncia,
sendo 70 a 90% dos pacientes, eventualmente, infectados. O curso da infec¢do cronica varia
muito e ndo se conhece completamente o motivo pelo qual esse fendmeno acontece (REIS;

DAMACENO, 1998).

As cepas de pseudomonas aeruginosa associadas a fibrose cistica produzem uma

capsula de exopolissacdride mucoide, derivado do acido poliurénico, que contém um
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composto conhecido como alginato que confere as colonias um fenoétipo mucoide tipico

bioquimicamente diferente do produzido por Staphylococcus aureus (GILLIGAN, 1991).

Essa bactéria produz uma quantidade numerosa e uma grande variedade de fatores de
viruléncia, que incluem a exotoxina A, exoenzima S, elastase, protease alcalina, flagelo, dois
tipos de hemolisinas, pili (semelhantes a flagelos, porém mais curtos € numerosos) €
exopolissacaride mucoide. Também produz, freqiientemente, um lipopolissacaride rugoso de
baixa toxigenicidade o que pode explicar uma densidade tdo alta no interior da arvore
traqueobronquica, sem causar toxemia no paciente infectado. A aderéncia de Pseudomonas
aeruginosa ao epitélio dos pacientes portadores de FC pode ser atribuida ao grande ntimero de
receptores asialilatados, que servem como receptores da bactéria na superficie das células

(MARKS, 1990; GILLIGAN, 1991; BENTZMANN; ROGER; PUCHELLE, 1996).

Também existem relatos de que as proteases da pseudomonas causam a liberacdo de
mucinas do epitélio respiratdrio. As mucinas nos portadores de FC sdo mais sulfonadas e
quando se combinam com o exopolissacaride mucoide, na presenga do ion célcio, formam um
gel mais viscoso. O aumento desse gel ¢ responsavel pela maior formagdo de micro-colonias
que podem ser responsaveis pela piora do clearance ciliar (KLINGER; TANDLER; LIEDKT;

BOAT, 1984).

Algumas evidéncias demonstram que, nos portadores de FC infectados por
Pseudomonas aeruginosa, os anticorpos estdo defeituosos, pois o exopolissacaride mucoide
pode proteger o microorganismo do sistema imune, inibindo a imunoglobulina G. Esses
pacientes possuem altos niveis de complexos imunes circulantes e possuem uma pobre fungao
pulmonar. Além disso, os fluidos bronquicos possuem aumento das reacdes inflamatérias e

altas atividades de elastase (GILLIGAN, 1991).
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Portanto, a presenca das bactérias no epitélio respiratério de portadores de FC ¢
responsavel pela liberacdo citocinas e mediadores inflamatorios responsaveis pela ativacao de
neutréfilos polimorfonucleares que nao sdao efetivos na fagocitose, e liberam proteases e
radicais livres. A elastase neutrofilica ¢ capaz de destruir as macromoléculas da matriz do
tecido conjuntivo pulmonar e as células epiteliais, reduzindo os batimentos ciliares, alterando
a secrecao de proteinas do muco, fragmentando imunoglobulinas. Tudo isso gera uma
fagocitose efetiva com morte de leucdcitos e liberagao de quantidades exageradas de DNA e
filamentos de actina, que pioram a viscoelasticidade e adesividade do muco (REIS;

DAMACENO, 1998).



8. FOTOACUSTICA
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8 FOTOACUSTICA

Apesar de o efeito fotoactstico ter sido descoberto, em 1880, por Alexander Graham
Bell, apenas a partir da década de 1970, quando Rosencwaig e Gersho publicaram o modelo
matematico para a difusdo térmica em amostras solidas, a técnica fotoacustica teve seu uso
difundido na caracteriza¢do de materiais (ROSENCWAIG; GERSHO, 1976). Hoje, constitui
uma opc¢ao experimental que tem sido utilizada na caracterizagdo 6Optica e térmica de diversos
materiais, como liquidos, gases e particularmente materiais bioloégicos (ROSENCWAIG,

1982; ANJOS, et al., 2005; ROSSI; BARJA, 2006).

O modelo matematico proposto por Rosencwaig e Gersho, também chamado de
“modelo RG” ou modelo “do pistdo acustico”, baseia-se na absor¢cao de luz modulada (ou
pulsada) e mostra como a amplitude e a fase do sinal fotoacustico dependem, por exemplo, de
propriedades como coeficiente de absor¢ao Optica, difusividade e efusividade térmicas
(ROSENCWAIG; GERSHO, 1976). No caso da incidéncia direta de luz na amostra, o sinal
depende de como a luz ¢ absorvida pela amostra (coeficiente de absorc¢ao) e das condigdes de
geracao e transmissao de calor do sistema (ROSENCWAIG, 1982; BARJA et al., 2001; LIMA

et al., 2005).

Quando um feixe de luz modulada (pulsada) atinge a amostra, a radiacdo absorvida
pode ser transformada em energia térmica por desexcitacdo nado-radiativa. Esse processo pode
originar os efeitos de difusdo térmica, expansdo térmica e flexdo termoeléastica (LOBATO;
BARJA; RODRIGUES, 2006). Em alguns casos, pode-se observar também um componente

relacionado a evolugdo de gases (BARJA et al., 2003).
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Para as amostras analisadas no presente estudo (material viscoso), pode-se assumir
que o sinal fotoacustico ¢ basicamente gerado pelo mecanismo de difusdo térmica. De acordo
com o modelo de Rosencwaig-Gersho, a flutuagdo de temperatura na amostra pode ser
propagada até a camada de ar adjacente ao material absorvedor, gerando ciclos de expansdo e
compressdao nessa camada de ar. Essas ondas de pressdo podem ser detectadas por um

microfone posicionado no interior da célula fotoactstica (ROSENCWAIG; GERSHO, 1976).

O modelamento matematico do sinal ¢ gerado pela solugdo da equacao de difusdo
térmica para o sistema, tendo, como condi¢des de contorno, a continuidade do fluxo de calor e
a igualdade de temperatura nas interfaces (ROSENCWAIG, 1982; BARJA et al., 2001;

LIMA et al., 2005).

A equacgdo de difusdo térmica unidimensional ¢ dada por:

10T(x,0) _ 0°T(x,t) N s(x,t)
a Ot ox’ k

(Equagao 1)

, e , . 2 1 5 . .. (. 2 -1 .
onde o ¢ a difusividade térmica em cm”.s™, k£ € a condutividade térmica em W.cm”. K", T ¢ a

temperatura, ¢ o tempo e x a distancia de propagacao.

A efusividade térmica (€) € considerada uma importante propriedade termofisica em
estudos que envolvem processos de aquecimento e resfriamento de uma amostra. Mede

essencialmente a impedancia da amostra, ou seja, a sua habilidade de trocar calor com o

ambiente (BALDERAS-LOPEZ et al., 1995), sendo definida pela equagao:

g = +lkpc (Equagao 2)

onde k, p e ¢ sdo, respectivamente, condutividade térmica, densidade e calor especifico.
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Em algumas situacdes, o calor modulado, produzido no interior da amostra, precisa
atingir a superficie para que sejam produzidas as ondas actsticas. Como a amplitude do sinal
diminui exponencialmente com a distancia, s6 a parcela de radiagdo, absorvida a uma
distancia de até um comprimento de difusdo térmica () da superficie, serd responsavel pelo
sinal fotoacustico (ROSENCWAIG, 1982). O comprimento de difusdo térmica para um

determinado material ¢ dado por:

H =7 (Equagio 3)

onde f¢ a freqiiéncia de modulagdo da luz e a ¢ a difusividade térmica, definida por:

(Equacgao 4)

onde & é a condutividade térmica da amostra, p ¢ a densidade e ¢ € o calor especifico da

amostra ou do ar.

Um material pode ser classificado em termos do seu comprimento de difusdo térmica
para uma dada freqiiéncia de modulagdo. Se a espessura do material ¢ menor que p, ele é
considerado termicamente fino; por outro lado, quando a espessura do material ¢ maior que L,

ele ¢ dito termicamente espesso.

O sinal fotoacustico pode refletir mudancas ocorridas na amostra sob analise,
permitindo monitorar processos como desidratagdo e/ou solubilizagdo através da alteragdo que
tais processos produzem nas propriedades térmicas da amostra, modificando o sinal

fotoacustico durante o processo (ROSSI; BARJA, 2006).



9. MATERIAIS E METODOS
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9 MATERIAIS E METODOS

9.1 Cuidados Eticos

Neste estudo, tratou-se de uma analise prospectiva da comparagdo do tempo de
solubilizagdo do muco em portadores de FC, colonizados por diferentes bactérias. A
identidade dos sujeitos envolvidos ndo foi revelada e os procedimentos realizados ja foram

desenvolvidos na pratica clinica e ndo ofereceram grandes riscos aos sujeitos envolvidos.

O trabalho iniciou-se apés a aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP), protocolo nimero L137/2005/Cep, € apos

consentimento por escrito do paciente ou responsavel.

9.2 Métodos de Avaliacao

9.2.1 Coleta do muco bronquico

Todas as amostras de muco foram coletadas apos a sessdo de fisioterapia respiratoria,
para facilitar a expectoracdo. O voluntério foi instruido a tossir, e se necessario, contou com o
auxilio do fisioterapeuta. A expectoracgao foi realizada sobre um coletor universal de escarro e
as amostras de muco foram imediatamente separadas da saliva, visto que o excesso de saliva
poderia contaminar o muco bronquico e alterar suas propriedades reoldgicas e,

conseqiientemente, a sua solubilizacdo (FAHY et al, 1995; OUT; JANSEN; LUTTER, 2001).

Apo6s o procedimento de coleta, o muco foi armazenado em eppendorf’s numerados
para que as amostras pudessem ser identificadas. Os eppendorf’s foram previamente
preenchidos com 6leo de vaselina (Rioquimica®- Industria Farmacéutica Rioquimica LTDA..)

para que ndo ocorresse desidratagdo desse muco. As amostras foram estocadas a uma
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temperatura de — 70° C, com periodo maximo de duas horas entre a coleta e o congelamento.
O material permaneceu congelado por um periodo maximo de 10 dias, para evitar alteragdes

na reologia do muco que pudessem interferir na sua solubilizacdo (KING, 2000).

9.2.2 Fotoacustica

O esquema experimental deste trabalho utilizou a célula fotoacustica de duas fases
com configura¢do de incidéncia dianteira (Figuras 2 e 3). Nela, uma das faces foi fechada com
uma janela de vidro e a outra com uma folha de aluminio (material opaco) de 25 um de
espessura, que foi utilizada tanto como suporte para a amostra quanto para absorver a luz
incidente proveniente da fonte de luz modulada. A amostra de muco foi posicionada acima da
camara fotoacustica e o feixe de luz atravessou primeiro a camada de gés dentro da camara
até alcangar o aluminio. Nessa camara foi gerada a onda acustica, a qual foi transmitida por

um canal de ar até o microfone.

Microfone

|
|
————
I % Janela
de vidro

ncidente

Figura 2: Célula fotoacustica de duas faces. Figura 3: Desenho esquematico do corte transversal

da célula de duas faces.

A deteccao do sinal fotoacustico utilizou como fonte de luz uma ldmpada haldégena de
tungsténio (Xelux, 24V - 250W) que foi modulada mecanicamente com um modulador

mecanico ou chopper (SRS, mod. SR540 - USA). A freqiiéncia de modulagdo foi de 23 Hz.
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Lentes e espelhos foram utilizados para levar a luz at¢ a camara fotoacustica, que ¢
hermeticamente fechada na atmosfera ambiente, de forma que contém ar em seu interior, na
mesma pressdo do ambiente do laboratorio. Um microfone de eletreto detectou o som gerado
na camara. O modulador mecéanico ¢ a saida do microfone foram conectados a um
amplificador sincrono (lock-in) (SRS, mod. SR530 - USA), para que as medidas da amplitude
e da fase do sinal fotoacustico fossem captadas. O amplificador lock-in estava em
comunicagdo com um computador para que os dados fossem armazenados. O arranjo

experimental utilizado esta ilustrado na Figura 4.

Lente
1

Chopper -

FASBio

Figura 4: Arranjo experimental utilizando a célula fotoactistica com duas faces.

9.3 Amostra

Para este estudo foram selecionados pacientes com diagnostico de FC que deveria ser
confirmado pelo teste de suor. Os pacientes deveriam ser capazes de expectorar apds a sessao

de fisioterapia respiratoria, e de acordo com a presenca ou ndo de colonizagdo e o tipo de
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bactéria presente nas amostras, confirmado através da bacteriologia pela cultura de escarro
dos voluntarios, foram divididos em trés grupos:
Grupo I: Pacientes com fibrose cistica, sem colonizagao.
Grupo II: Pacientes com fibrose cistica, colonizados por Staphylococcus aureus.
Grupo III: Pacientes com fibrose cistica, colonizados por Pseudomonas aeruginosa.
Os pacientes, que nao se enquadrem nos critérios propostos, foram excluidos do

estudo.

Foram analisadas vinte e seis amostras de muco no total, sendo sete amostras do grupo
de pacientes sem colonizagao (grupo 1), nove do grupo colonizado por Staphylococcus aureus

(grupo 1) e dez do grupo colonizado Pseudomonas aeruginosa (grupo III).

9.4 Situacio Experimental

As analises experimentais foram realizadas no Laboratorio de Fotoactstica Aplicada a
Sistemas Biologicos do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D), da Universidade do

Vale do Paraiba (UNIVAP).

As amostras de muco foram descongeladas e, em seguida, foram submersas
rapidamente, em éter de petroleo, segundo o protocolo descrito por Lorenzi ef al. (1992), para
que o 0leo de vaselina fosse retirado da amostra e nao interferisse nas propriedades reologicas
do material e conseqlientemente na analise posterior da solubilizacdo. Em seguida a amostra

foi colocada sobre a folha de aluminio na célula fotoacustica.

O volume da amostra foi de 0,lmL em cada medida, ¢ o sinal fotoacustico foi
monitorado através do programa SISCOMF, ajustado para registrar 50 pontos com uma

freqliéncia de 23Hz. As medidas foram realizadas a cada 5 minutos, com um tempo total de
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uma hora e quinze minutos. Nos primeiros 15 minutos, a amostra foi nebulizada com solugao

salina isotOnica através de nebulizador ultra-sonico, com freqiiéncia de 1,6 MHz.

9.5 Fluxograma Experimental

Selecao de pacientes

com FCsegundo os critérios de inclusdo

v

Avalicao fisioterapéutica

v

Coleta da secre¢iio pulmonar

armazenamento em eppendorf’s e congelamento a
-70°C

Analise do material na
fotoacustica

v

Analise estatistica e discussdo dos

dados coletados

9.6 Parametros de ajuste e anadlise estatistica

O presente estudo teve por finalidade analisar os pardmetros referentes ao tempo do
processo de solubilizagdo do muco bronquico em portadores de FC, em solugdo salina
isotonica. A evolugdo do processo de solubilizagdo em fung¢do do tempo pode depender de
varios fatores, tais como o processo empregado para a solubilizacdo e o tipo de agente que ¢é
utilizado nesse processo. Para descrever o processo de solubilizagdo das amostras de cada um
dos grupos experimentais, foram avaliados os seguintes parametros: i) sinal fotoactstico

relativo pos-solubilizagdo (Sr) que indica o aumento do sinal fotoactstico durante o processo
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monitorado, sendo igual a 1, quando ndo se observa alteragdo no sinal; ii) tempo de pico da

velocidade de solubilizagdo (ty); e iii) intervalo de tempo de solubilizagao (dt).

Os parametros ty e dt foram obtidos através do ajuste das curvas experimentais,
realizado com o auxilio do programa Origin® 7.0, utilizando-se a equagdo de Boltzmann

(equacdo 4), que produz uma curva sigmoidal:

(A1 — Az)

PA(t)= 4, + 1+ o)

(Equacgao 5)
Onde PA ¢ a amplitude do sinal fotoacustico em fun¢do do tempo; A; € a amplitude inicial;
A, a amplitude final do sinal fotoactstico; ty ¢ o tempo de pico da velocidade de
solubilizacdo; e dt o intervalo de tempo de solubilizagdo. A Figura 5 mostra o modelo da curva

de ajuste empregada.

PA (u.a.)

Tempo

Figura 5: Modelo de curva sigmoidal com os parametros de ajuste.
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O sinal fotoacustico relativo pds-solubilizagdo (Sg) foi calculado a partir da relagao:

Al (Equacgao 6)

Para realizacdo da analise estatistica das variaveis de interesse, foi utilizado o

programa Instat® (GraphPad, Inc.).

Para avaliar o aumento do sinal fotoacustico durante o processo de solubilizagao, foi
efetuada a andlise estatistica do sinal fotoacustico relativo pds-solubilizagdo (Sg) de cada
grupo, sendo investigado se o valor de Sk era ou ndo significativamente maior do que 1,
indicando ganho efetivo de solubilizagdo. Como a variavel Sg apresentava distribui¢do normal
(de acordo com o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov), utilizou-se um teste

paramétrico, o teste t-Student pareado.

Como o tempo de pico da velocidade de solubilizacdo (tp) e o intervalo de tempo de
solubilizacdo (dt) entre os grupos ndo apresentaram distribuicdo normal (de acordo com o
teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov), para essas varidveis a analise comparativa

entre grupos foi realizada utilizando-se o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.

O nivel de significancia considerado foi de 95% (p < 0,05).



10. RESULTADOS
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10 RESULTADOS

A analise descritiva do sinal relativo pds-solubiliza¢do (Sg), do tempo de pico da
velocidade de solubilizacdo (ty) e do intervalo de tempo de solubilizag¢do (dt) dos grupos estd

representada na Tabela 1.

Tabela 1: Sinal relativo pds-solubilizagdo (Sg), tempo de pico da velocidade de solubilizagao

(to) e intervalo de tempo de solubilizacao (dt) dos grupos.

Parametros grupo [ (n=7) grupo Il (n=9) grupo Il (n =10)
Sr 1,12 £ 0,06 1,07 £ 0,04 1,01 £ 0,02
to (min.) 10+2 23+4 9,4+0,8
dt (min.) 4+2 2,5+0,9 0,2+0,1

Nota: grupo I: sem colonizagdo; grupo II: colonizados por Staphylococcus aureus; grupo III: colonizados por
Pseudomonas aeruginosa. Resultados expressos na forma (média + erro padrio).

A seguir, a figura 6 mostra as curvas médias de ajuste para as medidas fotoacusticas

em de cada um dos grupos estudados.
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Figura 6: Curvas médias de ajuste para as medidas fotoacusticas nos grupos I (sem colonizagdo), II

(colonizadospor Staphylococcus aureus) e 111 (colonizados por Pseudomonas aeruginosa).

Os resultados do teste +Student pareado para analise de Sk sdo apresentados na Tabela

Tabela 2: Valor de p para teste ¢-Student pareado do valor de Sg (Ho: Sg=1; H;: Sg>1).

Grupos p
I <0,05
II <0,10
II ns

Nota: grupo I: sem colonizagdo; grupo II: colonizados por Staphylococcus aureus; grupo III: colonizados por
Pseudomonas aeruginosa. ns: ndo significativo
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Quanto ao intervalo de tempo de solubilizagdo (dt) e ao tempo de pico da velocidade

de solubilizagdo (tp), os resultados da andlise estatistica comparativa sdo apresentados

respectivamente nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3: Intervalo de tempo de solubilizagdo (dt) dos grupos.

Comparagao dt (min.) p
Ix1I 4+2x25+0,8 ns
IxIII 44+42x0,2+0,1 ns
I x III 25+0,8x0,2+0,1 <0,05

Nota: O valor de p se refere ao teste de Kruskal-Wallis. Grupo I (n=7): sem colonizagdo; grupo II (n=9):

colonizados por Staphylococcus aureus; grupo III (n=10): colonizados Pseudomonas aeruginosa. Resultados
expressos na forma (média + erro padrdo); ns: ndo significativo.

Tabela 4: Tempo de pico da velocidade de solubilizagdo (ty) dos grupos.

Comparagdo to (min.) P
IxII 10£2x23+4 <0,05
IxIII 10£2x9,4+0,8 ns
I x III 23+4x94+0,8 <0,05*

Nota: O valor de p se refere ao teste de Kruskal-Wallis. Grupo I (n=7): sem colonizagdo; grupo II (n=9):

colonizados por Staphylococcus aureus; grupo III (n=10): colonizados Pseudomonas aeruginosa. Resultados
expressos na forma (média + erro padrdo); ns: ndo significativo.
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O estudo teve como objetivo verificar e comparar a solubilizagdo do muco bronquico
em portadores de FC, colonizados por diferentes bactérias em solugdo salina isotdnica, através

da técnica fotoacustica.

A solugdo salina isotonica foi escolhida porque existem na literatura relatos de que
alguns sais, como o cloreto de sdédio, t€m um bom efeito solubilizador sobre o muco
bronquico. O cloreto de sddio pode atuar na degradacdo de enzimas presentes no muco. Sendo
assim, quando a solucdo salina isotOnica interage com uma amostra de muco bronquico, ¢
capaz de solubilizar essa secre¢do. (POPOV et al., 1995; PIZZICHINI et al.,1999; CATALDO

etal., 2001).

Quanto ao processo monitorado através das medidas fotoacusticas, duas hipoteses
podem ser mencionadas. A evolucdo observada no sinal poderia representar: 1) evaporagao do
material analisado (amostra + solu¢do salina isotOnica); e ii) o processo de solubilizagdo
propriamente dito. No entanto, a primeira hipotese pode ser descartada, pois, para a freqiiéncia
de modulagdo utilizada, e assumindo-se difusividade térmica proxima a da agua, para o
material analisado, o comprimento de difusdo térmica do material ¢ da ordem de 40um,
enquanto a espessura do material analisado era de Imm (espessura do recipiente para a
amostra). Assim, a eventual evaporacdo de material da superficie externa da amostra ndo
interferiria no sinal fotoacustico, por ocorrer a grande distdncia da camada de material

efetivamente responsavel pelo sinal fotoacustico.

Nas medidas realizadas, foi observado sinal fotoacustico final sempre maior que

inicial. Isso pode ser explicado pela solubilizagdo do material: iniciado o processo, a
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quantidade de liquido nas amostras aumenta. Na configuragdo experimental utilizada, com a
folha de aluminio entre a luz e a amostra, o sinal fotoacustico depende basicamente das
propriedades térmicas da amostra. Como as medidas fotoacusticas sinalizam ocorréncia de
alteracdo nas amostras analisadas em funcao do tempo, durante o procedimento experimental,
pode-se afirmar que o processo de solubilizacdo modifica as propriedades térmicas da amostra

(ROSENCWAIG, 1982; BARJA et al., 2001; DUMAS, 2004).

Estudos prévios realizados na pele humana mostram que o sinal fotoacustico varia de
acordo com o nivel de hidratacdo da amostra devido ao menor comprimento de difusao
térmica nas amostras hidratadas. Esses resultados demonstraram que o sinal fotoacustico na
pele varia com o nivel de hidratagdo (ROMPE et al.,, 2005). Outros estudos também
descreveram o efeito da hidratacdo e a relagdao entre efusividade térmica e a quantidade de
dgua presente na amostra (GUTIERREZ-JUAREZ et al., 2002). De modo geral, pode-se
afirmar que a amplitude do sinal fotoactstico aumenta a medida que aumenta o nivel de
hidratacdo do material (BARJA, 2003). Isso corrobora a interpretacdo do aumento do sinal
fotoacustico em termos do aumento de hidratacao, relacionada ao processo de solubilizacao

nas amostras analisadas.

Passaremos, agora, a considerar os parametros avaliados a partir das medidas
fotoacusticas: sinal fotoacustico relativo pos-solubilizacdo (Sg), tempo de pico da velocidade

de solubilizagdo (ty) e intervalo de tempo de solubilizacao (dt).

Em relagdo a amplitude relativa do sinal fotoacustico, a Tabela 1 e a Figura 6 mostram
aumento do sinal principalmente para as medidas em amostras do grupo I (aumento de 12%

no sinal durante o processo de solubilizagdo). Para o grupo II, o sinal fotoacustico passa por
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um aumento médio de 7%; para o grupo III, tecnicamente ndo se pode falar em aumento do

sinal, pois o erro (2%) € superior ao aumento verificado (1%).

Ainda sobre a amplitude do sinal fotoactstico, uma analise mais detalhada foi efetuada
com a realizagdo de teste ¢-Student, pareado em cada grupo, para avaliar se houve aumento
significativo do sinal durante o processo de solubilizacdo. Os resultados obtidos (Tabela 2)
mostram ganho significativo de solubilidade tanto para o grupo I (com p<0,05) quanto para o
grupo II (com p<0,10), sendo descartado aumento significativo de solubilidade para o grupo

I1I.

Com relagdo aos parametros ty e dt, de modo geral, os valores encontrados neste
trabalho apresentam correspondéncia com resultados obtidos no trabalho de Dumas (2004),
que avaliou a solubilizagdo do muco bronquico em pacientes com diagnostico de pneumonia e
em voluntdrios sem doenga pulmonar prévia, usando a técnica fotoacustica. Os valores
encontrados nas amostras de muco dos pacientes com pneumonia, classificadas como
purulentas (to= 23,3 £+ 5,36; dt= 3,41 £ 1,9), aproximam-se dos valores obtidos nas amostras
colonizadas por Staphylococcus aureus, que eram menos purulentas que as colonizadas por
Pseudomonas aeruginosa, entretanto, mais purulentas que as sem colonizagdo prévia, apesar

de diferencas no protocolo experimental entre os estudos.

J4 existe na literatura um estudo prévio que avaliou as mesmas variaveis analisadas no
presente estudo para o muco bronquico de portadores de fibrose cistica. Entretanto, no estudo
de Junqueira, 2006 as cepas de bactérias ndo foram estratificadas e as amostras foram
divididas em trés grupos de acordo com o agente solubilizador utilizado que foram: solugao

salina hipertonica a 3% e 6% e a N-acetilcisteina (JUNQUEIRA, 2006). Deste modo, devido
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as diferencas no agente solubilizador utilizado, torna-se dificil a comparag¢ao dos resultados

entre os dois estudos.

Em relagdo ao intervalo de tempo de solubilizagdo (dt), ocorreu diferenca significativa
apenas entre os grupos II e IIl. No entanto, dada a analise de Sg, ¢ dificil falar em
solubilizagdo para as amostras do grupo III. Assim, o que se pode afirmar ¢ que, uma vez
iniciado, o processo de solubilizagdo ndo leva mais do que alguns minutos, tanto para
amostras do grupo I quanto para amostras do grupo II. Desse modo, a diferenga entre os
grupos I e II quanto ao tempo total para solubilizacdo deve ser analisada a luz dos resultados

obtidos para t.

No que diz respeito a comparagdo do tempo de pico da velocidade de solubilizagado (to)
entre os grupos, foi observada diferencga significativa entre os grupos I e II e entre os grupos 11
e III. Nao se observou diferenca entre os grupos I e III; no entanto, ndo se pode falar em
solubilizagdo efetiva para o grupo III (colonizado por Pseudomonas aeruginosa). Desse
modo, pode-se afirmar que o processo de solubilizagdo demora mais a ser efetivado no grupo
colonizado por Staphylococcus aureus (t, superior a 20 minutos) do que no grupo sem

colonizacgio (t) em torno de 10 minutos).

Segundo a literatura, Staphylococcus aureus € geralmente a primeira bactéria
encontrada na cultura das secre¢des pulmonares de portadores de FC na infancia, ¢
freqiientemente isolada em lactentes e contribui para endobronquite precoce. Esse processo
inicia uma lesdo pulmonar crénica com prejuizos para o parénquima pulmonar, permitindo a
colonizagdo subseqliente por outros patdgenos, principalmente Pseudomonas aeruginosa.

Portanto, o muco dos pacientes colonizados por Staphylococcus aureus possui uma variedade
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de fatores de viruléncia, que alteram o clearance mucociliar e, conseqiientemente, podem

modificar a viscoelasticidade desse muco (GILLIGAN, 199; SADOWSKA et al., 2002).

Entretanto, apesar das caracteristicas acima relatadas, no presente estudo, as amostras
colonizadas por essa bactéria foram solubilizadas com a utilizagao da solugdo salina isotonica.
Ja as amostras, colonizadas por Pseudomonas aeruginosa, ndo foram sensiveis a essa
substancia, provavelmente, porque as cepas de pseudomonas aeruginosa, associadas a FC,
produzem a capsula de alginato, que confere as colonias um fendtipo bioquimicamente
diferente do produzido pela Staphylococcus aureus, com alteragdes significativas dos fluidos
bronquicos, aumento das reagdes inflamatdrias e altas atividades de elastase (GILLIGAN,

1991; REIS; DAMACENO, 1998; SADOWSKA et al., 2002).

Pseudomonas aeruginosa tem sido o patdgeno mais importante do trato respiratorio de
portadores de FC. Essa bactéria ¢ comumente isolada no trato respiratorio desses pacientes
entre 10 e 14 anos de idade. Apds essa idade, cerca de 98% dos pacientes serdao colonizados
por essa bactéria, que ¢ raramente erradicada. Desse modo, Pseudomonas aeruginosa ¢é
responsavel por processos cronicos de bronquite e bronquiolite que alteram significativamente
a producdo, eliminacdo e viscosidade da secre¢do pulmonar, sendo conseqiientemente,
responsavel pela faléncia respiratoria e deterioragdo severa do estado clinico dos pacientes

(BENTZMANN; ROGER; PUCHELLE, 1996).

As cepas de Pseudomonas aeruginosa, geralmente, apresentam baixa toxidade, porém
alta densidade no interior da arvore traqueobronquica. Associada as alteracdes no clearance
mucociliar dos portadores de FC, essa alta densidade é responsdvel pelo aumento da
viscosidade do muco bronquico e infecgdes respiratérias recorrentes (BENTZMANN;

ROGER; PUCHELLE, 1996; REIS; DAMACENO, 1998).
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Os resultados encontrados no presente estudo estdo de acordo com os trabalhos
citados, ja que a auséncia de solubilizagdo efetiva das amostras colonizadas por Pseudomonas
aeruginosa pode ser atribuida a maior viscoelasticidade das amostras colonizadas por essa
bactéria em relagdo as amostras do grupo colonizado por Staphylococcus aureus. Por sua vez,
o grupo colonizado por Staphylococcus aureus apresentou solubilizacao efetiva, ainda que em
tempo significativamente maior do que aquele obtido no grupo de amostras sem colonizagao

prévia.
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12 CONCLUSAO

Os resultados, encontrados no presente estudo, confirmam a viabilidade da técnica
fotoacustica, para estudar processos de solubilizacdo em materiais biologicos. Neste trabalho,
foi avaliada a solubiliza¢do de amostras extraidas de portadores de FC, utilizando-se solucao
salina isot6nica como agente de solubilizagdo e a técnica fotoactstica como método de

monitoramento do processo.

Sabe-se que a ocorréncia de FC altera a viscosidade do muco bronquico. Para amostras
extraidas dos pacientes fibrocisticos, o presente trabalho mostra diferengas no processo de
solubilizagdo de acordo com a presenga ou ndo de colonizagdo no material. Além disso, este
estudo mostra que a eficiéncia do processo de solubilizacdo depende do tipo de colonizagdo.
Em particular, os resultados obtidos sugerem que o uso de solug¢do salina isotonica ndo ¢
indicado para pacientes com colonizagdo por Pseudomonas aeruginosa; por outro lado, a
solugdo salina isotonica apresenta eficiéncia nos casos de portadores de FC sem colonizacao,

ou colonizados por Staphylococcus aureus.

Partindo dos resultados aqui apresentados, sugere-se a realizacdo de estudos adicionais
com o objetivo de verificar se as diferengas aqui relatadas na solubilizagdo do muco bronquico
de portadores de FC persistem com a utilizagdo de fArmacos, que provoquem reagdes quimicas

ou altera¢des nas concentragdes i0nicas desse material no processo de solubilizacio.
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ANEXO A: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

Fundacdo ﬁmm@
{ ?'-\W:.C:: Valeparaibana de
1 Ensino

UNIVERSIDADE DO VALE DO PARAIBA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVAP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n.° L.137/2005/CEP, sobre “Andlise
do tempo de solubilizagdo do muco brénquico em pacientes portadores de
Fibrose Cisitca colonizados por diferentes bactérias”, sob a responsabilidade do
Prof. Dr. Luis Vicente F. de Oliveira, esta de acordo com os Principios Eticos,
seguindo as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres
humanos, conforme Resolugdo n.° 196/96 do Conselho Nacional de Satde e foi
aprovado por esta Comissio de Etica em Pesquisa.

Informamos que o pesquisador responsavel por este Protocolo de
Pesquisa devera apresentar a este Comité de Etica um relatorio das atividades

desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagao.

S3do José dos Campos, 28 de setembro de 2005

PROF. DR. LANDULFO SILVEIRA JUNIOR

Presidente do Comité de Etica em Pesquisa da Univap

Av. Shishima Hifumi, 2911 - URBANOVA — CEP. 12.244-000 - PABX (12) 3947 1121 —FAX (12) 3947.1149 - Caixa Postal 82 - §.J Campos-SP
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ANEXO B: Termo de Consentimento Livre Esclarecido

1- Nome do projeto de pesquisa: ANALISE DO TEMPO DA SOLUBILIZACAO DO
MUCO BRONQUICO EM PACIENTES PORTADORES DE FIBROSE CISTICA
COLONIZADOS POR DIFERENTES BACTERIAS

2- Pesquisador principal:

Cristiane Cenachi Coelho. Fisioterapeuta Professora do Uni-BH e PUC-Minas-Betim Tel:
31- 333771336

3- Objetivos:
Esta ¢ uma pesquisa que pretende estudar a diferenca das secre¢des do pulmao de pacientes

portadores de fibrose cistica, colonizados por diferentes bactérias.

4- Procedimentos:

Esta pesquisa avaliara criangas portadoras de fibrose cistica. Todos os pacientes
selecionados realizardo entrevista, exame fisico e sessdes de fisioterapia respiratoria. Caso
os pacientes sejam menor de idade poderdo ser acompanhados pelos pais ou responsaveis.
Os participantes poderdo desistir de participar da pesquisa a qualquer momento sem

nenhum problema e nenhuma mudanca nos outros tratamentos que estiver realizando.

Todos os exames serdo realizados gratuitamente. Atestados de presenca serdo fornecidos,

se houver necessidade, para justificar a auséncia no trabalho ou na escola.

5- Beneficios:

Este trabalho é importante, pois a analise da secre¢do pulmonar de pacientes portadores de
fibrose cistica colonizados por diferentes bactérias podera ajudar a descobrir se estas bactérias
alteram a espessura do muco de maneiras diferentes. Os resultados desta pesquisa poderao

ajudar a criar novas formas de tratamentos para estes pacientes.

6- Risco e desconforto:

Os procedimentos que serdo utilizados para a realizacdo da sessdo de fisioterapia
respiratdria ¢ na coleta da secrecdo pulmonar ja sdo procedimentos freqlientemente

utilizados na pratica clinica e nao oferecerdo nenhum risco para os voluntarios. O
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desconforto podera acontecer no momento da coleta da secregdo, pois o voluntario tera de

tossir e expectorar para que o examinador possa colher o material.

7- Participacio voluntaria/desisténcia:

A participagdo neste estudo ¢ voluntaria. Vocé pode recusar a participacdo a

qualquer momento.

Sendo assim pedimos a permissdo para participagdo de

neste estudo.

Belo Horizonte, de de

Assinatura do voluntario/responsavel:

Testemunha Testemunha

Declaro que expliquei os objetivos deste estudo ao responsavel, dentro dos limites dos

meus conhecimentos cientificos.

Pesquisador responsavel
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