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RESUMO

Introducdo: A Fibrose Cistica (FC) é uma doenca multissistémica na qual o
acometimento pulmonar com a presencga de infecgdes crénicas em longo prazo,
pode trazer prejuizos funcionais e nutricionais. O estado nutricional de pacientes
com FC é um preditor de progressao da doenca pulmonar e sobrevida, ainda, a
colonizagdo por Burkholderia cenocepacia parece ter um impacto negativo
neste contexto. Objetivo: Avaliar os desfechos nutricionais e clinicos de uma
coorte de pacientes adultos com FC e com infeccdo por Burkholderia
cenocepacia, comparando com 0s pacientes sem infec¢cdo pelo complexo B.
cepacia e com 0s pacientes com infeccdo por complexo B. cepacia nao
cenocepacia. Métodos: Estudo de coorte retrospectivo que analisou 84
pacientes adultos com FC incluidos em um banco de dados com coleta de
parametros antropométricos e de funcdo pulmonar, no periodo de 2012-2013.
A partir da data de incluséo, foram registrados os melhores valores anuais para
o indice de massa corporal (IMC), volume expiratorio forcado no primeiro
segundo (VEF:) e capacidade vital forcada (CVF), até 31/12/2019. Foram
utilizadas a curva de Kaplan Meier para o tempo livre de eventos (Obitos) e
comparadas com o teste de log- rank. Resultados: Os 84 pacientes tiveram
média de idade 25,2 £7,0, com predominancia do sexo feminino (54,8%), média
de IMC de 21,03 +3,2 kg/m2, dobra cutanea tricipital de 13,5 + 6,2 mm e
circunferéncia do braco 26,4 +3,8 mm. Dezessete (20,2%) pacientes tinham
infeccéo por B. cenocepacia, 11 (13,1%) Complexo B. cepacia e 56 (66,7%) por
bactérias ndo pertencentes ao complexo B. cepacia. A comparacdo do
momento basal ndo demonstrou diferenca significativa para os parametros
nutricionais e de funcédo pulmonar. A média do tempo livre de eventos para o
grupo B. cenocepacia foi de 70,2 meses (IC 95%=59,6 — 80,8); para o grupo
com as demais bactérias foi de 74,8 meses (IC 95% = 69,4 — 80,3); log
rank=0,044. O grupo B. cenocepacia teve valores significativamente menores
de IMC quando comparado com o grupo das outras bactérias (p=0,033). Além
disso, o IMC aumentou ao longo dos anos do estudo (p=0,004). O grupo B.
cenocepacia teve valores significativamente menores de VEFi1, quando
comparado com o grupo das outras bactérias (p=0,015). Além disso, houve
diferenca significativa do VEFi, que piorou ao longo dos anos do estudo
(p=0,001). Concluséo: Neste estudo, foi observado que os pacientes infectados
pela B. cenocepacia tiveram pior desfecho, menor tempo livre de eventos e
menor IMC gue o grupo das outras bactérias. Desta forma, é recomendado que
esses pacientes tenham cuidados mais intensivos, incluindo cuidados
nutricionais mais otimizados.

Palavras-chave: Fibrose cistica. Burkholderia cenocepacia. Estado nutricional.
Coorte retrospectivo. Sobrevida. Indice de massa corporal. Funcdo pulmonar.



ABSTRACT

Introduction: Cystic Fibrosis (CF) is a multisystem disease in which pulmonary
impairment and long-term chronic infections, can cause functional and nutritional
damage. The nutritional status of CF patients is a predictor of lung disease progression
and survival, yet colonization by Burkholderia cenocepacia seems to have a negative
impact in this context. Objective: To assess the nutritional and clinical outcomes of a
cohort of adult patients with CF and Burkholderia cenocepacia infection, comparing
with patients without B-Complex cepacian infection and with patients with non-
cenocepacia B-complex cepacia infection. Methods: Retrospective cohort study who
assessed 84 CF adult patients included in a database with collection of anthropometric
and pulmonary function parameters, in 2012-2013. From inclusion date, the best
annual values for body mass index (BMI), forced expiratory volume in one second
(FEV1) and forced vital capacity (FVC) were recorded until 31/12/2019. The Kaplan-
Meier curve for event-free survival rate (deaths) was used and compared with the log-
rank test. Results: The 84 patients had a mean age of 25.2 +7.0, with predominance
of females (54.8%), mean BMI? of 21.03 +3.2 kg/m?, Triceps Skinfold Thickness of 13.5
+ 6.2 mm and midarm circumference 26.4 +3.8 mm. Seventeen (20.2%) patients had
infection with B. cenocepacia, 11 (13.1%) with B-complex cepacian, and 56 (66.7%)
with bacteria not belonging to the B-complex cepacia. The baseline time comparison
did not show any significant difference for nutritional and pulmonary function
parameters. The mean event-free time for the B. cenocepacia group was 70.2 months
(95% CI=59.6 — 80.8); for the group with the other bacteria, it was 74.8 months (IC
95%= 69.4 — 80.3); log rank=0.044. The B. cenocepacia group had significantly lower
BMI values when compared to the group of other bacteria (p=0.033). In addition, the
BMI increased over the study years (p=0.004). The B. cenocepacia group had
significantly lower FEV:? values when compared to the group of other bacteria
(p=0.015). In addition, there was a significant difference in FEV1, which worsened over
the years of the study (p=0.001). Conclusion: In this study, it was observed that
patients infected with B. cenocepacia had a worse outcome, less event-free time and
lower BMI than the group of other bacteria. Therefore, it is recommended that these
patients have more intensive care, including more optimized nutritional care.

Keywords: Cystic fibrosis. Burkholderia cenocepacia. Nutritional State. Retrospective
Cohort. Survival. Body mass index. Lung Function.

! BMI: Body Mass Index
2 FEV1: Forced Expiratory Volume
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1 INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) é uma doenca multissistémica, genética e que acomete
predominantemente individuos caucasianos. As mutacdes que causam a FC estédo
localizadas no gene regulador de condutancia transmembrana da FC (CFTR, do
inglés, Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), sendo responsaveis
pelo defeito funcional da proteina do mesmo nome CFTR, resultando em alteraces
no transporte de eletrélitos transepitelial e alterando o liquido da superficie das vias
aéreas. Nos pulmdes, as alteracdes do transporte idnico promovem a reducdo das
secrecbes mucosas, aumento da viscosidade dessas secregdes e consequente
diminuicdo da depuragcdo muco ciliar. A retengdo do muco espesso nos bronquiolos
favorece o surgimento de um circulo vicioso de inflamacéo, infeccdo bacteriana,
destruicdo da arquitetura brénquica e surgimento de bronquiectasias. O acometimento
pulmonar é a manifestacéo clinica mais frequente da FC e é o fator determinante do
prognostico. Por ser uma doenca multissistémica, tem o envolvimento de outros
orgaos podendo manifestar-se como doenca intestinal, doenca hepatica, doenca
pancreatica, infertilidade masculina e perda de eletrélitos no suor (ELBORN, 2016).

Em decorréncia das alteracdes na viscosidade das secre¢des respiratorias e
das alteracBes na arquitetura brénquica, os individuos com FC se tornam suscetiveis
a infeccbes respiratorias por diferentes patdgenos, bem como a exacerbacbes
infecciosas recorrentes do quadro pulmonar (KIEDROWSKI; BOMBERGER, 2018). A
colonizacéao e infeccao bacteriana na FC ocorrem de maneira progressiva de acordo
com a idade e com o curso da doenca pulmonar. No curso inicial, € mais comum o
surgimento de Staphylococcus aureus e de Haemophilus influenza. Aos 18 anos, mais
de 70% dos pacientes séo colonizados cronicamente pela Pseudomonas aeruginosa.
A infeccdo por Pseudomonas aeruginosa especialmente pelas cepas mucoides esta
associada com deterioracdo mais rapida do quadro clinico. Também a infeccéo por
outras bactérias, como complexo Burkholderia cepacia, Achromobacter sp e
Stenotrophomonas maltophilia, sédo frequentes na FC (HORSLEY; JONES, 2011).
Dentre estes agentes bacterianos, a Burkholderia cenocepacia (uma espécie dentro
do complexo Burkholderia cepacia) € associada com importante impacto negativo
sobre o prognostico da doencga, causando maior declinio da funcao pulmonar e maior
mortalidade, além de grande transmissibilidade de paciente para paciente (HAUSER
et al., 2011).
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O complexo Burkholderia cepacia pertence a classe dos bacilos gram-
negativos ndo fermentadores, estando presente também na natureza e sendo
altamente patogénico na FC. Uma das complicacdes mais graves, além das ja
descritos acima, € a sindrome da cepacia que consiste na evolugédo para pneumonia
necrosante, quadros de bacteremia e insuficiéncia respiratéria (HAUSER et al., 2011).

O complexo Burkholderia cenocepacia estd associado ao aumento de
mortalidade apos transplante pulmonar em pacientes com FC. Assim, em alguns
centros, a presenca de infeccdo por B. cenocepacia pode ser considerada
contraindicagao para transplante pulmonar na FC (CHAPARRO, KESHAVJEE, 2016).

O cuidado com o estado nutricional faz parte da triade de tratamento dos
pacientes com FC: abordagem nutricional, fisioterapia respiratéria (clearance de vias
aéreas) e tratamento clinico (ATHANAZIO et al., 2017). O estado nutricional apresenta
uma associacao fortemente positiva com a funcdo pulmonar na FC e sofre grande
prejuizo pela infec¢do pelo complexo B. cepacia. Assim, o indice de Massa Corporal
(IMC) € um parametro a ser monitorado de forma rigorosa nesta situacao (FOLESCU
et al., 2015) No estudo de Folescu et al., 2015 a infec¢cdo pelo complexo B. cepacia
se associou fortemente com menores valores de IMC.

A desnutricdo é o resultado do desequilibrio entre a ingestao e o gasto caldrico
comparado com as necessidades energéticas diarias. O estado nutricional pode ser
medido pelo peso, altura, IMC, dobras cutaneas e circunferéncias, além de
guestionarios para analisar consumo e qualidade alimentar da dieta (FUSTER et al.,
2007).

O prognéstico de individuos com FC tem melhorado progressivamente nas
Gltimas décadas, de forma que mais da metade da populacdo de individuos com FC
estd na faixa etaria adulta (SPOONHOWER; DAVIS, 2016). Dados do registro norte
americano de FC de 2017 mostram que a mediana de sobrevida prevista foi de 46,2
anos (intervalo de confianca (IC) de 95% de 43,8 — 50,0 anos) (CYSTIC FRIBROSIS
FOUNDATION - CFF, 2018). Segundo o Registro Brasileiro de Fibrose Cistica
(GRUPO BRASILEIRO DE ESTUDOS DE FIBROSE CISTICA - GBEFC, 2018) a
média de idade dos pacientes com FC é de 43,8 anos e o0 numero de adultos acima
dos 40 anos vém crescendo, fato que é atribuido aos Centros de Referéncia em FC
gue contam com uma equipe multidisciplinar especializada na doenca a exemplo do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) que conta com um servigo de ambulatorio

e regime de internagéo para pacientes adultos com FC.
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Apesar de todos os esforgos de uma equipe multidisciplinar e de avangos nas
terapias, o transplante de pulmdo torna-se necessario visando a sobrevivéncia em
pacientes que ja estdo em fase mais grave da doenca (RAMOS et al., 2017; MURRAY
et al,, 2008). Um dos critérios de decisdo para encaminhar o paciente para o
transplante pulmonar é um Volume Expiratério Forgado do Primeiro Segundo (VEF1)
< 30 % do previsto, por exemplo (RAMOS et al., 2017). O encaminhamento precoce
para o transplante é fundamental para possiveis ajustes em fatores de risco
associados a desfechos desfavoraveis (RAMOS et al., 2017; MORREL et al., 2019).

Além disto, fatores ambientais ou genotipicos podem modular os desfechos
clinicos na FC. Em Porto Alegre, existem dois centros de transplantes pulmonares que
tém transplantado pacientes com FC e n&o colocam a infeccdo pelo complexo B.
cepacia ou por B. cenocepacia como contraindicacdo absoluta. Assim, definir as
necessidades nutricionais e 0 prognostico destes individuos passa a ter uma
importancia fundamental no processo de tomada de decisdes clinicas pelos centros

de referéncia da doenca.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 ASPECTOS GERAIS DA FIBROSE
2.1.1 Definigéo

A FC é uma doenca genética, multissistémica, com padréo de hereditariedade
autossémico recessivo, que acomete predominantemente individuos de etnia
caucasiana. E causada por mutacdes no gene CFTR, o qual esta localizado no brago
longo do cromossomo 7. Esse gene é responsavel pela codificacdo de uma proteina
com 1480 aminoé&cidos, denominada também proteina CFTR. Essa proteina funciona
como uma bomba de cloro dependente de monofosfato ciclico de adenosina. Existem
mais de 2000 mutacdes identificadas (ELBORN, 2016).

As manifestacbes da doenca ocorrem na presenca de dois alelos com
mutacdes no gene CFTR. A FC leva a alteracdes patologicas em 6rgdos em que a
CFTR é expressa. O CFTR esta presente no epitélio das vias aéreas, dos seios
paranasais, pancreas, intestino, arvore biliar, canal deferente e canais de suor.
(LEGRYS et al., 2007). O dano funcional no gene CFTR resulta prejuizo no transporte
de cloro e sddio no polo apical da célula epitelial, alterando o liquido da superficie
epitelial, causando secrecdo espessa e gerando disfuncdo organica como doenca
pulmonar (bronquiectasias e infeccOes respiratérias de repeticdo), doenca nas vias
aéreas superiores (rinossinusite cronica e polipose nasal), insuficiéncia pancreatica
exocrina (IPE), diabetes relacionado a fibrose cistica (DRFC), doenca hepatica,
episédios de obstrucdo intestinal, desidratacdo hiponatrémica e infertilidade
(ELBORN, 2016 ; LEGRYS et al., 2007).

2.1.2 Epidemiologia

E estimado que a doenca afeta cerca de 70 mil pessoas ao redor do mundo.
A incidéncia mundial da FC é de 1:2.500-4.500 nascidos vivos. Na Europa e na
América do Norte, a incidéncia de FC varia de 1:2.500 a 1:6.000 nascidos vivos. Na
América Latina e América do Sul, a incidéncia parece ser de aproximadamente
1/8.000 a 1/10.000, variando de 1/6.100 na Argentina e 1/15.000 na Costa Rica. No
Brasil, a incidéncia estimada é de 1:10.000 nascidos vivos (SCOTET; L’'HOSTIS;
FEREC, 2020; SERVIDONI et al., 2017). De acordo com o Registro Brasileiro de
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Fibrose Cistica de 2018, ha 5417 individuos com FC no Brasil. Dentre os estado de
maior prevaléncia, o Rio Grande do Sul se encontra em terceiro lugar (GRUPO
BRASILEIRO DE ESTUDOS DE FIBROSE CISTICA - GBEFC, 2018)

O prognostico de individuos com FC tem melhorado progressivamente nas
tltimas décadas, de forma que mais da metade da populacéo de individuos com FC
esta na faixa etaria adulta (SPOONHOWER; DAVIS, 2016) Dados do registro norte
americano de FC de 2017 mostram que a mediana de sobrevida prevista foi de 46,2
anos (IC de 95% de 43,8 — 50,0 anos) (CFF, 2018) Segundo o Registro Brasileiro de
Fibrose Cistica a média de idade dos pacientes com FC é de 43,8 anos e 0 niUmero

de adultos acima dos 40 anos vém crescendo (GBEFC, 2018).

2.1.3 Diagnéstico

O diagnostico de FC baseia-se no achado de uma ou mais caracteristicas
clinicas, histéria familiar ou teste do pezinho positivo somado ao teste do suor
alterado, ou ao estudo genético mostrando duas mutacbes conhecidas como
causadoras de FC no gene CFTR. O teste do suor ainda € o exame padréo-ouro para
o diagnéstico. Apesar do diagnostico precoce oferecido na neonatologia, cerca de
10% dos pacientes permanecem sem diagnostico apos os 18 anos (FARRELL et al.,
2008).

No Brasil, a triagem neonatal para FC é realizada utilizando o teste do pezinho
a partir de gotas de sangue coletadas do calcanhar do recém-nascido. O teste é
oferecido gratuitamente pelo Sistema Unico de Salde. Este teste avalia a dosagem
sérica do tripsinogénio imunorreativo, o qual € um precursor de enzima pancreatica
liberado para o sangue devido a lesdo pancreatica da doenca. O teste deve ser
realizado até o quinto dia de vida. Para o diagndstico de FC é considerado o valor da
dosagem do tripsinogénio imunorreativo maior que 70ng/ml em sangue total, em até
trinta dias de vida. Se a primeira dosagem apresentar um resultado acima do ponto
de corte citado, deve ser coletada uma nova amostra de sangue até o trigésimo dia
de vida. Se a segunda amostra de sangue também identificar niveis alterados do
tripsinogénio imunorreativo, a triagem é considerada positiva e o paciente deve ser
encaminhado para a confirmacdo diagnostica pelo teste do suor e/ou teste genético
(ATHANAZIO et al., 2017).

O teste considerado padrao-aureo para demonstrar a disfuncdo da CFTR na
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pratica clinica é o teste do suor, realizado através da técnica de iontoforese pela
pilocarpina. O teste é realizado pelo menos duas vezes para confirmacdo do
diagnéstico, sendo que, valores de cloro acima de 60 mEg/l, em duas amostras
adequadas, confirmam o diagnéstico. Valores entre 30 e 60 mEq/lI sdo considerados
limitrofes e valores inferiores a 30 mEq/l sdo considerados normais. Contudo, o teste
do suor normal ou limitrofe ndo exclui o diagnostico de FC (SERVIDONI et al., 2017).

A identificacdo de mutacdes conhecidas como causadoras de FC em cada um
dos genes da CFTR, associadas aos achados clinicos ou histéria familiar de FC
estabelece o diagndstico da doenca. Ja foram identificadas mais que 2000 diferentes
variantes no gene CFTR. Dessas variantes, foram registradas 346 causadoras de FC,
37 com significado clinico variado e 8 com significado desconhecido (CFF, 2018). A
analise das mutacdes possui alta especificidade e baixa sensibilidade devido a
existéncia de mais de 2000 mutacdes. Assim, a auséncia de 2 mutacbes apos
pesquisa estendida de DNA, na presenca de achados clinicos tipicos e caracteristicas
laboratoriais da doenca, ou testes anormais da CFTR, ndo exclui FC (CFF, 2018). A
genotipagem da mutacdo para FC néo € importante somente para diagnostico da
doenca, mas sim, para prognostico e métodos de tratamento visto que atualmente séo
utilizados medicamentos moduladores direcionados de acordo com o tipo de mutagao
para o tratamento (ELBORN, 2016).

Para casos de diagndstico mais dificil, existem ainda outros testes para
avaliacdo da funcdo da CFTR: teste da diferenca de potencial nasal ou o teste da
medida da corrente intestinal que séo internacionalmente padronizados. Estes testes
sdo de muito pouca disponibilidade em nosso meio, a ndo ser em protocolos de
pesquisa (FARRELL et al., 2017).

2.1.4 Apresentacao Clinica
2.1.4.1 Manifestacdes Pulmonares

A doenca pulmonar na FC é a principal causadora de mortalidade e
morbidade. Manifesta-se com um declinio progressivo da funcdo pulmonar que inicia
na adolescéncia, com uma taxa média de reducdo no VEF:1 de 1 a 4% ao ano (BOYLE,
2007). Ao nascimento, os pulmdes dos pacientes com FC sao muito préximos ao
normal, porém espécimes patologicos j& mostram alteragbes nas glandulas

submucosas consistentes com impactagées mucoides. Neonatos com FC
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desenvolvem ndo apenas infec¢des respiratorias virais, como também pneumonias
bacterianas. A colonizacao bacteriana, nessa fase, ja pode ser de dificil erradicacéo
devido a presenca de muco espesso, a diminui¢do do fluido periciliar e ao prejuizo da
depuragéo muco ciliar (STRAUSBAUGH; DAVIS, 2007).

As principais caracteristicas das alteracdes encontradas nos pacientes com
FC estao relacionadas aos tampdes mucosos presentes nos brénquios, inflamacéo e
bronquiectasias. Habitualmente, as bronquiectasias surgem nos lobos superiores e
progressivamente vao envolvendo os outros lobos (BOYLE, 2007).

A colonizacao e infeccao bacteriana na FC ocorrem de maneira progressiva
de acordo com a idade e com o curso da doenca pulmonar. No curso inicial, € mais
comum o surgimento de Staphylococcus aureus e de Haemophilus influenza. Aos 18
anos, aproximadamente 80% dos pacientes sdo colonizados cronicamente pela
Pseudomonas aeruginosa (BOYLE, 2007). A infeccédo por Pseudomonas aeruginosa
especialmente pelas cepas mucoides esta associada com deterioracdo mais rapida
do quadro clinico. A infeccdo pelo complexo Burkholderia cepacia esta relacionada
com o pior prognostico da doenca pulmonar (HENRY; MELLIS; PETROVIC, 1992)

As bronquiectasias sao ocasionadas pela persisténcia da resposta
inflamatoria neutrofilica nas paredes bronquiolares e brénquicas. A angiogénese
formada nessas areas predispde a hemoptise, sendo que a hemoptise macica pode
ocorrer em 4,1% dos casos. Lesbes cisticas e areas bolhosas podem facilitar o
surgimento de pneumotorax. Esse ocorre em 16% a 20% dos adultos com FC e esta
associado a uma menor sobrevida. A atelectasia lobar ou segmentar também ocorre
com o avanco de doenca pulmonar e esta comumente associada a impactacao
brénquica do muco espesso. A hipertensdo pulmonar se manifesta em estagios
avancados da doenca pulmonar e se relaciona a destruicdo parenquimatosa e a
hipoxemia (STRAUSBAUGH; DAVIS, 2007).

2.1.4.2 Manifestacdes Gastrointestinais

A desidratacdo do bolo fecal no interior do intestino pode ser o primeiro sinal
de FC logo ao nascimento, manifestado pela presenca do ileo meconial em 11% a
20% dos casos.

Nas populacdes mais velhas com FC, encontram-se a sindrome da obstrucéo

intestinal distal ou ileo meconial equivalente em 15% dos casos, que inicialmente pode
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ser incompleta, podendo evoluir para vOmitos e distensdo abdominal
(STRAUSBAUGH; DAVIS, 2007). A sindrome de obstrucdo intestinal distal € uma
complicagéo causada pela estase de material fecal viscoso que surge em decorréncia
do muco espesso e pegajoso produzido nos intestinos de portadores da FC, formando
uma massa na parte distal do intestino delgado (GREEN; GILCHRIST; CARROL,
2018). Essa massa pode bloguear parcialmente o intestino ou bloquear
completamente o intestino. Aparece com mais frequéncia em individuos com
insuficiéncia pancreatica, em torno de 10% dos pacientes (GREEN; GILCHRIST;
CARROL, 2018). Os sintomas envolvem constipacdo com dor e distensdo abdominal,
dor irradiada para o quadril direito. Nos casos mais leves, o tratamento abrange a
hidratagdo oral, o aumento da ingestdo de fibras na dieta, o0 aumento de enzimas
pancreaticas e uso de medicacdes hidratantes do bolo fecal como o macrogol. Em
casos mais graves de obstrucéo intestinal, a intervencéo cirdrgica pode ser necessaria
(GREEN; GILCHRIST; CARROL, 2018).

Sintomas de refluxo gastroesofagico podem ser observados em mais de 20%
dos pacientes com FC. Os fatores associados a essa condicdo incluem ingestao de
grandes refeicbes para manter dieta hipercaldrica, uso de dieta por gastrostomia,
drenagem postural utilizando posicdes com a cabeca baixa para remocdo de
secrecdes, uso de medicacdes que diminuem o tdénus do esfincter esofagico inferior,
tosse crbnica e rebaixamento do diafragma (AGRONS et al., 1996).

Aproximadamente 90% dos pacientes com FC apresentam Insuficiéncia
Pancreatica Exocrina (IPE) e necessitam de reposicdo enzimatica para prevenir 0s
sintomas de ma absorcao das gorduras. Os sintomas de ma absor¢éo decorrentes da
IPE, se nédo tratados adequadamente, podem ocasionar um circulo vicioso entre a
desnutricdo e a piora da funcéo pulmonar (BOYLE, 2007). A IPE resulta na diminuicdo
de eficiéncia das enzimas pancredticas, resultando na incapacidade das funcbes
fisiolégicas como digestdo de nutrientes e ma absorcdo de gorduras
(STRUYVENBERG; MARTIN; FREEDMAN, 2017). Essa disfuncéo ocorre quando os
niveis intraduodenais diminuem e levam a um quadro de esteatorreia, perda de peso
e diminuicdo da qualidade de vida, principalmente em pacientes com FC, que acomete
cerca de 85% deles, tanto na infancia como vida adulta (STRUYVENBERG; MARTIN;
FREEDMAN, 2017).

As manifestagbes mais comuns s&o a esteatorreia (surgimento de gordura nas

fezes) desnutricdo, deficiéncia de vitaminas lipossoluveis (A, D, E, K), osteoporose em
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decorréncia das perdas de calcio, potassio e outros minerais (STRUYVENBERG;
MARTIN; FREEDMAN, 2017). Para que os pacientes tenham uma melhor absorgéao
dos nutrientes ingeridos, sé@o utilizadas no tratamento as enzimas pancreaticas,
permitindo que as gorduras ndos sejam restritas e garantindo um adequado suporte
caldrico.

A doenca hepatica estd presente em 40% dos pacientes com FC e é
considerada a segunda causa de morte nessa populacdo (COLOMBO et al., 2002)
Dentre as complicacdes gastrointestinais e hepaticas se observa, ainda, nivel elevado
de enzimas hepaticas séricas, cirrose com hipertensdo portal e risco elevado para
nefrolitiase e colelitiase (YANKASKAS et al., 2004).

2.1.4.3 Manifestagdes Endocrinoldgicas

A Diabetes Relacionada a Fibrose Cistica (DRFC) € uma condicdo muito
comum nos pacientes com FC, acometendo cerca de 40% dos pacientes (HART et
al., 2018). Sua fisiopatologia envolve principalmente lesédo e destruicdo pancreatica
com progressivo acometimento das células beta pancreéticas. O defeito basico que
leva a DRFC parece ter sua origem na precipitacao de proteinas viscosas nos ductos
pancreaticos com consequente obstrucdo ductal, lesdo e destruicdo do tecido
pancreatico. Esse processo termina por reduzir o numero de ilhotas e células beta
pancreaticas, com perda de capacidade de secrecdo de insulina (IAFUSCO et al.,
2021).

A DRFC é reconhecida como ser uma diabete tipo 3c, isto &, do tipo
pancreatogénica. Tem caracteristicas que, dependendo da fase evolutiva, pode se
assemelhara diabetes melitos tipo 1 ou a diabete melito tipo 2. O seu surgimento, se
nao tratado adequadamente, pode causar um declinio no estado nutricional, reducéo
de sobrevida e diminui¢do da funcé&o pulmonar (IAFUSCO et al., 2021). Segundo a
Cystic Fibrosis Foundation (2018), pacientes com DRFC apresentam o dobro de
exacerbacbes do que o0s que ndo possuem a comorbidade. O seu inicio é
assintomatico na maioria das vezes e confundidos com sintomas classicos da doenca
como polidria, perda de peso, polidipsia e cansaco.

A terapia com insulina € a recomendacéo para o tratamento do DRFC (ODE
et al., 2019). A insulina é um horménio anabdlico, ou seja, de aumento de tecido

muscular primordialmente. Portanto, a deficiéncia da insulina resulta ndo apenas na
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hiperglicemia, mas na perda de massa muscular e estoques de proteina induzindo um
estado catabdlico, de quebra e gasto energético (IAFUSCO et al., 2021; ODE et al.,
2019). Os pacientes acometidos pela DRFC tém dificuldade de manter peso e, por
esse motivo, o diagndstico precoce € imprescindivel para manter um adequado estado
nutricional. Diferentemente do diabete melito tipo | ou Il, os portadores de DRFC né&o
devem restringir na dieta carboidratos, calorias e outras fontes de energia, mas sim &
recomendado o ajuste da hiperglicemia com a insulinoterapia e manter o suporte
nutricional para assegurar o estado nutricional (ODE et al., 2019)

Com o aumento da longevidade, os pacientes com FC desenvolvem mais
comumente a intolerancia a glicose (IG) e diabetes relacionado a FC (BOYLE, 2007).
Também a prevaléncia de DRFC e de IG aumenta com a idade e se associa ao
declinio acentuado do estado clinico e da funcdo pulmonar nos anos precedentes ao
diagnostico da DRFC, levando a piora na sobrevida. A estimativa de vida atual para
muitos dos pacientes com FC fica em torno de 30 a 40 anos. Nessa faixa etaria, pode-
se esperar probabilidade maior que 50% para o desenvolvimento de DRFC (MATEL;
MILLA, 2009; MILLA; WARWICK; MORAN, 2000).

2.1.4.4 Outras Manifestacdes

A prevaléncia de alteracdes esqueléticas na populacdo de adultos com FC,
em decorréncia de disturbios do calcio, é alta. Por volta de 24% dos adultos com FC
tém osteoporose e 38% osteopenia (PACCOU et al., 2010). A baixa densidade mineral
O0ssea na FC esta relacionada aos fatores genéticos, insuficiéncia pancreatica,
desnutricao, terapia com corticoides, niveis inadequados de horménios sexuais, niveis
elevados de citocinas inflamatorias, inatividade, ma absorcdo da vitamina D e a
desordem da CFTR. A osteoporose é uma doenca 6ssea metabdlica, geralmente,
consequéncia da desnutricdo e da deficiéncia de vitamina D, podendo levar a um
guadro de hipercifose de coluna toracica e aumentar o risco de fraturas vertebrais e
de costela, afetando diretamente a ventilacdo de vias aéreas (PUTMAN et al.,2019).

As diretrizes de FC recomendam uma avaliacdo da densitometria 6ssea a
partir dos 18 anos ou, a partir dos 8 anos de idade se os seguintes fatores de risco
estiverem presentes: baixo peso corporal, maior comprometimento da funcao
pulmonar, uso crénico de glicocorticoides, puberdade tardia ou fraturas. O tratamento

inclui suplementacdo com calcio, vitamina D e K, bisfosfonatos, exposi¢éo a luz solar
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e atividade fisica. O monitoramento anual é recomendado (PUTMAN et al.,2019).

Aproximadamente 99% dos homens com FC apresentam infertilidade por
alteracao congénita bilateral dos canais deferentes. Por outro lado, as mulheres com
FC né&o parecem ter diminuigcao significativa da fertilidade (BOYLE, 2007).

2.2 ASPECTOS NUTRICIONAIS DA FIBROSE CISTICA
2.2.1 Aspectos Gerais

A insuficiéncia nutricional € um grande problema para muitos individuos com
FC. E resultante de um desequilibrio entre a ingestdo de energia e o gasto caldrico.
Os fatores que prejudicam o estado nutricional na FC sdo complexos e multifatoriais.
Trés aspectos principais contribuem para o desequilibrio nutricional nesta doenca: a)
aumento de perdas decorrente da insuficiéncia pancreatica e alteracoes
gastrointestinais; b) aumento do gasto energético; c) ingestao alimentar insuficiente
(SOLOMON; BOZIC; MASCARENHAS, 2016).

O aumento das perdas decorre da insuficiéncia pancreatica que, mesmo com
a reposicdo de enzimas pancreaticas, pode ndo ser controlada completamente.
Assim, a deficiéncia de enzimas pancreaticas pode contribuir para a ma absorcao dos
alimentos na FC, em especial na doenca mais grave. Também o intestino pode ser
afetado, em maior ou menor gravidade, dependendo da expressao clinica da doenca.
Assim, as alteracdes intestinais podem contribuir para a ma absorcdo em
aproximadamente até 10% da alimentacé&o ingerida (TURCK et al., 2015; PERANO et
al., 2014).

O aumento do gasto energético esta relacionado principalmente com a
doenca pulmonar. A infeccdo respiratéria associada a exacerbacfes pulmonares
recorrentes em individuos com doenca mais grave desencadeia um processo
inflamatério com liberacdo de mediadores inflamatérios como citocinas pro-
inflamatorias, fator de necrose tumoral e interleucina-1. Estes mediadores
inflamatorios causam um estado sistémico de hipermetabolismo, com maior consumo
energético e protedlise intracelular, contribuindo para as anormalidades nutricionais.
Também a tosse, a febre e o esfor¢o ventilatério durante o quadro infeccioso agudo
aumentam ainda mais o gasto energético nesta situagéo. A infecgdo respiratéria por
germes especificos como a Pseudomonas aeruginosa ou como as bactérias do

complexo Burkholderia cepacia podem ser mais graves e acentuar 0 pProcesso
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inflamatorio, ocasionando maior prejuizo nutricional e piores desfechos clinicos. Além
disso, na situacdo de doenca pulmonar cronica avancada, o trabalho muscular
respiratorio associado ao disturbio ventilatério obstrutivo e maior esforco respiratorio
agrava o gasto energético (SOLOMON; BOZIC; MASCARENHAS, 2016).

A ingestdo alimentar insuficiente decorre de vérios fatores. O uso de
medicac¢bes, em especial dos antibibticos, pode prejudicar em maior ou menor grau o
apetite, causar vomitos, distensdo abdominal ou diarreia. A secrec¢do respiratéria
excessiva pode causar saciedade precoce e o esforgo respiratério podem dificultar a
alimentacao. O refluxo gastroesofagico pode prejudicar a alimentacao e se associar a
vomitos. Os disturbios gastrointestinais como constipacéo, sindrome de obstrucéo do
intestino distal, distenséo e diarreia, podem prejudicar o aporte nutricional adequado.
Aléem disso, durante as exacerbacdes infecciosas pulmonares, a liberacdo de
mediadores inflamatorios interfere de maneira importante no apetite, através da acao
em hormbnios como a leptina, a grelina e a insulina (SOLOMON; BOZIC;
MASCARENHAS, 2016).

Outros fatores adicionais que podem acarretar importante prejuizo nutricional
sdo a DRFC, em decorréncia da glicosuria, e a doenca hepética cronica avancada
com cirrose biliar, que pode resultar na secrecéo insuficiente de sais biliares, com ma
absorcao de gordura. Ainda, a perda de proteina no escarro contribui para esse déficit,

podendo atingir até 5% da necessidade energética.

2.2.2 Recomendacdes e aspectos nutricionais

O padrao alimentar de pacientes com FC tem evoluido para alimentos ricos em
gordura, sbédio e aclUcar e, muitas vezes, pobres em nutrientes por estarem
relacionados a maior densidade caldrica, sem pensar de fato na qualidade dos
alimentos consumidos. O consumo desses alimentos, na sua maioria, processados e
industrializados, estdo associados com risco aumentado para doencas
cardiovasculares, cancer, aumento dos niveis de colesterol e sindromes metabdlicas.
Sabendo disso, o papel do nutricionista no estabelecimento de metas e
recomendacdes € de realizar educacao nutricional sobre a qualidade e composicéo
da dieta, orientando sobre como evitar 0 consumo exacerbado de acglcares e
alimentos industrializados (MCDONALD et al., 2020).

As recomendac¢fes nutricionais da ingestdo energética de pacientes com FC
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podem variar de 110-200% do recomendado diario para a idade e sexo de pessoas
saudaveis, com 35-40% das calorias fornecidas pelos lipideos com base em padrdes
de ganho de peso e reservas de gordura, 40% a 45 % de carboidratos e 20% de
proteinas, sabendo da dificuldade de ganho ponderal e manuten¢cdo da massa magra
(MCDONALD et al., 2020; ATHANAZIO et al., 2017). Outras suplementacdes orais
podem ser necessarias para o ganho de peso e manutencdo do estado nutricional
como suplementos alimentares hipercaléricos e hiperprotéicos, vitaminas
lipossoluveis (A, D, E, K), suplementacdo de multivitaminicos, adicdo de dleos
vegetais nas refei¢cdes diarias, adicao de cloreto de sédio para evitar a perda de
eletrélitos no suor (TURCK, 2015; ATHANAZIO et al., 2017).

2.2.3 Avaliacdo de composicao corporal nos pacientes com FC

A avaliacdo da composicéao corporal dos pacientes adultos com FC podem ser
analisados pelos seguintes parametros: IMC, dobra cutanea tricipital (DCT) e
circunferéncia do braco (CB). Os pontos de corte para IMC de adultos € de = 22 kg/m2
para mulheres e = 23 kg/m2 para homens para atingirem a eutrofia (ATHANAZIO et
al., 2017). Outras formas de avaliacdo de composicéo corporal é a bioimpedancia, que
ajuda a determinar o estado nutricional desses pacientes, bem como, recordatérios
alimentares (ATHANAZIO et al., 2017).

2.2.4 Nutricdo e funcao pulmonar

Estudos demonstram uma clara relacdo entre o estado nutricional e o
comprometimento da saude respiratoria e progressdo da doenca em pacientes com
FC, uma vez que essa progressao causa um gasto energético elevado pelo aumento
no trabalho respiratério (KONSTAN et al.,, 1994; TURCK, 2015). Além disso, o
processo inflamatério que as exacerbac¢des causam com a liberacdo de ocitocinas pré
inflamatorias também aumentam o gasto energético basal (ELBORN, 2016).

Com o aumento do gasto energético, os pacientes com FC perdem peso e,
consequentemente, massa magra, um dos responsaveis pela manutencdo da
elasticidade muscular dos pulmdes, levando a uma diminui¢do da for¢ca de contragéo
do diafragma e resisténcia dos musculos respiratérios, trazendo graves
consequéncias (SINAASAPPEL et al., 2002).
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2.4 ASPECTOS DA INFECCAO POR BURKHOLDERIA CENOCEPACIA NA
FIBROSE CISTICA

2.4.1 Taxonomia e descri¢gdo do complexo Burkholderia cepacia e Burkholderia

cenocepacia

Inicialmente identificada em1950, a taxonomia do complexo B. cepacia se
modificou muito ao longo dos ultimos anos. Esta identificacdo inicial foi feita por
Burkholder em 1950, em bulbos de cebola apodrecidos, sendo nomeada como
Pseudomonas cepacia (HAUSER et al., 2011; COENYE et al., 2001).

A taxonomia do complexo B. cepacia se modificou muito ao longo dos ultimos
anos. Na década de 70, o conceito que imperava era de que este grupo se constituia
em apenas uma unica espécie que era denominada de Pseudomonas cepacia, a qual
foi subsequentemente reclassificada como Burkholderia cepacia, em 1992, baseada
nas caracteristicas genotipicas. Com a melhor caracterizacdo deste complexo, ficou
claro que o complexo B. cepacia compreendia um grupo de varias bactérias
relacionadas, embora distintas entre si, muitas das quais foram previamente
designadas de genomovares, mas que atualmente receberam designacao de espécie
(HAUSER et al., 2011). Atualmente, considera-se que este complexo é constituido por
mais de 20 espécies relacionadas entre si, quase todas identificadas na FC. Como as
espécies do complexo séao filogeneticamente relacionadas, é dificil separa-las usando
testes bioquimicos, sendo necessario para isto o uso do sequenciamento com 16S
rRNA (HASSAN; COUTINHO; SA-CORREIA, 2019).

Além do numero diverso de espécies do complexo, alguns isolados
apresentam diversidades intra-espécies, como por exemplo a Burkholderia
cenocepacia que é classificada em genomovares A, B, C e D. A identificacdo correta
desta espécie e a diferenciacédo de seus genomovares é de suma importancia, pois, é
considerada uma espécie de alto grau de transmissibilidade entre pacientes com FC
(GRAINDORGE et al., 2010). A B. cenocepacia € a espécie que tem sido mais
fortemente associada a altas taxas de morbidade e mortalidade, bem como com o
desenvolvimento da sindrome de cepacia (ELBORN, 2016). A identificacdo de
bactérias do complexo Burkholderia cepacia por testes bioquimicos ndo permite a
diferenciacdo de todas as espécies e, portanto, ndo existe um teste simples que seja
capaz de distinguir todos os microrganismos do complexo (VERMIS et al., 2002). E

necessario o uso de métodos moleculares como, por exemplo, a técnica de reagéo
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em cadeia da polimerase com primers especificos para identificar o complexo B.
cepacia bem como para distinguir 0s genomovares do complexo
(MAHENTHIRALINGAM et al., 2000).

A identificacdo de bactérias do complexo Burkholderia cepacia por testes
bioquimicos ndo permite a diferenciacdo de todas as espécies e, portanto, ndo existe
um teste simples que seja capaz de distinguir todos os microrganismos do complexo
(VERMIS et al., 2002). E necesséario o uso de métodos moleculares como, por
exemplo, a técnica de reacado em cadeia da polimerase com primers especificos para
identificar o complexo B. cepacia bem como para distinguir os genomovares do
complexo (MAHENTHIRALINGAM et al., 2000).

2.4.2 Doenca pulmonar da FC e risco de infeccao pelo complexo Burkholderia

cepacia e Burkholderia cenocepacia

Na FC, as alteragOes epiteliais pulmonares do transporte idnico promovem a
reducdo das secrecdes mucosas, aumento da viscosidade dessas secrecdes e
consequente diminuicdo da depuracao muco ciliar. A retencdo do muco espesso nos
bronquiolos favorece o surgimento de um circulo vicioso de inflamacéo, infeccéo
bacteriana, destruicdo da arquitetura bréonquica e surgimento de bronquiectasias
(RATJEN; DORING, 2003; SMITH et al., 2017). Além disso, as altera¢des no liquido
de superficie das vias aéreas prejudicam a acdo de pequenos peptideos
antibacterianos, como as beta defensinas e varias moléculas com capacidade
antioxidante, tais como a glutationa, o acido ascorbico e glicoconjugados, resultando
em diminuicdo das defesas do trato respiratorio e favorecendo o processo de
colonizacéao e infeccéo das vias aéreas (STRAUSBAUGH; DAVIS, 2007).

Os pacientes com FC, por terem prejuizo no clearance das vias aéreas com
retencdo de muco espresso nos bronquiolos, ficam suscetiveis ao surgimento de
inflamacéo, infec¢cdo bacteriana e o surgimento de bronquiectasias, principalmente
(SOMAYAJI et al., 2020; HAUSER et al., 2011). Desta forma, podem ser colonizados
por diversos patégenos ao longo dos anos de vida. Um dos patdégenos que acarreta
maior preocupacao clinica, é a infeccdo pelo Complexo Burkhoderia cepacia (em
especial pela Burkholderia cenocepacia), pois é de dificil manejo e de dificil erradicédo
(SOUSA et al., 2017). Além disso, as mais diversas cepas de B. cepacia desenvolvem

resisténcia aos antibioticos por um mecanismo de producdo de enzimas
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degradadoras, alteracdes dos alvos terapéuticos, permeabilidade celular e efluxo de
medicamentos (BODILIS et al., 2018).

2.4.3 Infecg¢ao pelo complexo Burkholderia cepacia e Burkholderia cenocepacia

e piora dos desfechos clinicos e funcionais pulmonares

A FC causa morte prematura, usualmente como resultado de infeccOes
pulmonares recorrentes que progridem para insuficiéncia respiratoria (SIMMONDS,;
CULLINAN; HODSON, 2009). O progndstico de individuos com FC tem melhorado
progressivamente nas Ultimas décadas, de forma que mais da metade da populagéo
de individuos com FC esta na faixa etaria adulta (SPOONHOWER; DAVIS, 2016)
Dados do registro norte americano de FC de 2017 mostram que a mediana de
sobrevida prevista foi de 46,2 anos (IC de 95% de 43,8 — 50,0 anos) (CFF, 2018).

A maioria dos pacientes com FC desenvolve infeccdo cronica por
Pseudomonas aeruginosa, a qual se associa com deterioracéo da funcéo pulmonar e
reducdo da sobrevida (GIBSON; BURNS; RAMSEY, 2003). Também, o complexo a
Burkholderia cepacia tem sido reconhecido como um grupo de patégenos oportunistas
em pacientes com FC, estando associado com pior prognostico da doenca e com
grande transmissibilidade de paciente para paciente (HAUSER et al.,, 2011) A
erradicacao das bactérias do complexo B. cepacia € muito dificil, o que contribui muito
para a morbidade e diminuicdo da expectativa de vida destes individuos. A maioria
dos pacientes que adquirem o complexo B. cepacia desenvolve infec¢do cronica e
somente uma minoria consegue eliminar a bactéria espontaneamente (HASSAN;
COUTINHO; SA-CORREIA, 2019). Ainda, a infeccéo pelo complexo B. cepacia pode
causar perda muito acelerada da fungcao pulmonar, caracterizando a “sindrome da
cepacia” que cursa com deterioragdo clinica grave, septicemia e pneumonia
necrosante, resultando em morte precoce (MAHENTHIRALINGAM; URBAN;
GOLDBERG, 2005).

Além do numero diverso de espécies do complexo, alguns isolados
apresentam diversidades intra-espécies, como por exemplo a
Burkholderia cenocepacia que é classificada em genomovares A, B, C e D. A
identificacdo correta desta espécie e a diferenciagdo de seus genomovares é de suma
importancia, pois, é considerada uma espécie de alto grau de transmissibilidade entre

pacientes com FC (GRAINDORGE et al., 2010). A B. cenocepacia € a espécie que
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tem sido mais fortemente associada a altas taxas de morbidade e mortalidade, bem
como com o desenvolvimento da sindrome de cepacia (ELBORN, 2016). A
identificacdo de bactérias do complexo Burkholderia cepacia por testes bioquimicos
ndo permite a diferenciacdo de todas as espécies e, portanto, ndo existe um teste
simples que seja capaz de distinguir todos os microrganismos do complexo (VERMIS
et al., 2002). E necessario o uso de métodos moleculares como, por exemplo, a
técnica de reacdo em cadeia da polimerase com primers especificos para identificar o
complexo B. cepacia bem como para distinguir os genomovares do complexo
(MAHENTHIRALINGAM et al., 2000).

O tema se torna ainda mais complexo quando se analisa os estudos
canadenses mais recentes que apontam o subtipo ET-12 da Burkholderia
cenocepacia como associado a maior risco de exacerbacbes graves e morte em
comparagao com pacientes com outros grupos de bactérias (SOMAYAJI et al., 2020;
BLANCHARD et al., 2020).

Como a perda da func&o pulmonar decorrente da infeccéo pelo complexo B.
cepacia € um dos fatores que contribui para a mortalidade, a avaliacdo com a
espirometria, particularmente monitorando ao volume expiratério forcado no primeiro
segundo (VEF:) e a capacidade vital forcada (CVF), torna-se muito importante nesta

situacao clinica para determinar a progressao da doenca (FOLESCU et al., 2015).
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3 JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas, a sobrevida de pacientes com FC tém crescido a cada
ano e com ela, o desafio do manejo desses pacientes que cada vez, demandam de
mais cuidados nutricionais e clinicos. A infeccdo por Burkholderia cenocepacia
geralmente é de dificil manejo e pode levar a desfechos desfavoraveis, graves e
cronicos em toda a vida dos pacientes com FC.

Como a perda da fung&o pulmonar decorrente da infecgdo pelo complexo B.
cepacia é um dos fatores que contribui para a mortalidade, a avaliagdo com a
espirometria, particularmente monitorando a o VEF; e a CVF, torna-se muito
importante nesta situacao clinica para determinar a progressao da doenca pulmonar
e a evolucao do estado nutricional (FOLESCU et al., 2015).

O estado nutricional apresenta uma associacdo fortemente positiva com a
funcdo pulmonar na FC e sofre grande prejuizo pela infeccdo pelo complexo B.
cepacia. Assim, o IMC é um parametro a ser monitorado de forma rigorosa nesta
situacdo (FOLESCU et al., 2015). No estudo de Folescu et al. (2015) a infeccéo pelo
complexo B. cepacia se associou fortemente com o menores valores de IMC.

Embora existam trabalhos na literatura mostrando o impacto negativo da
infeccdo pelo complexo B. cepacia e B. cenocepacia nha FC, existe escassez de
informacBes sobre desfechos clinicos e nutricionais a longo prazo e sobre
mortalidade. Também no Brasil, existem poucos estudos sobre o tema (CARRARO et
al., 2018; DENTINI et al., 2017; MARTINS, 2007). As informacdes sobre o impacto
nutricional desta infeccdo poderiam motivar estudos de intervencdo para melhorar a
abordagem nutricional no grupo acometido pela infeccdo. Além disto, fatores
ambientais ou genotipicos podem modular os desfechos clinicos na FC. Em Porto
Alegre, existem dois centros de transplantes pulmonares que tém transplantado
pacientes com FC e ndo colocam a infeccdo pelo complexo B. cepacia ou por B.
cenocepacia como contraindicacdo absoluta. Assim, definir o prognostico destes
individuos passa a ter uma importancia fundamental no processo de tomada de

decisdes clinicas pelos centros de referéncia da doenca.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os desfechos nutricionais e clinicos de uma coorte de pacientes
adultos com FC e com infecg&o por Burkholderia cenocepacia, comparando com 0s
pacientes sem infeccao pelo complexo B. cepacia e com os pacientes com infecgéo

por complexo B. cepacia ndo cenocepacia.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar as caracteristicas nutricionais IMC, DCT e CB, no momento basal, no
grupo de individuos com infecgéo por Burkholderia cenocepacia, comparando com os
individuos sem infeccao pelo complexo B. cepacia e com os pacientes com infeccéo

por complexo B. cepacia ndo cenocepacia.

1. Analisar as alteracdes do IMC ao longo do periodo de estudo, no grupo de
individuos com infeccdo por Burkholderia cenocepacia, comparando com o0s
individuos sem infeccao pelo complexo B. cepacia e com os pacientes com infeccéo
por complexo B. cepacia ndo cenocepacia.

2. Analisar a sobrevida dos individuos, ao longo do periodo de estudo, no grupo
de individuos com infeccdo por Burkholderia cenocepacia, comparando com o0s
individuos sem infeccao pelo complexo B. cepacia e com os pacientes com infeccéo
por complexo B. cepacia ndo cenocepacia.

3. Analisar as alteracfes na funcédo pulmonar, ao longo do periodo de estudo, no
grupo de individuos com infec¢éo por Burkholderia cenocepacia, comparando com os
individuos sem infeccao pelo complexo B. cepacia e com os pacientes com infeccéo
por complexo B. cepacia ndo cenocepacia.

4, Analisar a associacdo da infeccdo por Burkholderia cenocepacia e estado

nutricional com os seguintes desfechos: 6bito, transplante pulmonar e sobrevivéncia.
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5 PERGUNTA DE PARTIDA
Pacientes com Burkholderia cenocepacia tém piores desfechos nutricionais e

clinicos, em comparacao com pacientes sem infec¢cdo pelo complexo B. cepacia e

com pacientes com infecgéo por complexo B. cepacia ndo cenocepacia?



32

6 HIPOTESES
6.1 HIPOTESE NULA (H0)

A infeccéo por Burkholderia cenocepacia ndo piora os desfechos nutricionais
e clinicos de pacientes adultos com fibrose cistica quando comparado com 0s
pacientes sem infeccao pelo complexo B. cepacia e com os pacientes com infeccao

por complexo B. cepacia ndo cenocepacia.

6.2 HIPOTESE ALTERNATIVA (H1)

A infeccdo por Burkholderia cenocepacia piora os desfechos nutricionais e
clinicos de pacientes adultos com fibrose cistica quando comparado com os pacientes
sem infeccdo pelo complexo B. cepacia e com 0s pacientes com infeccdo por

complexo B. cepacia ndo cenocepacia.
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7 METODOS
7.1 DELINEAMENTO

O presente trabalho trata-se de um estudo de coorte retrospectivo e € parte
constituinte de um projeto maior intitulado “Caracteristicas clinicas e desfechos de
pacientes adolescentes e adultos portadores de fibrose cistica com infec¢éo por
Burkholderia cenocepacia”’, aprovado pelo Comité de Etica do HCPA sob o nimero
2020-0159, CAAE n° 32480620.3.0000.5327.

O banco de base utilizado foi o de um estudo transversal realizado em 2012
— 2013, realizado no ambulatério de fibrose cistica do adulto do HCPA intitulado como
“Fatores associados com a desnutricdo em adolescentes e adultos com fibrose
cistica”, publicado e aprovado pelo Comité de Etica sob o nimero 20120100, n°
CAAE: 1549212000005327.

Um novo banco de dados foi construido, utilizando dados do periodo de 7
anos, a partir de 2012 — 2013, registrando dados de funcdo pulmonar, estado
nutricional e testes de deteccéo da infeccao por Burkholderia cepacia e Burkholderia
cenocepacia. Estes dados foram coletados a partir do prontuario eletrénico pelo
prontuario eletrébnico (AGHUSE) do HCPA. Os desfechos (0Obito, transplante ou
sobrevivente) foram aferidos desde a data de inclusdo do estudo até 31/12/2019, a
partir da revisdo dos prontuarios, informacfes da equipe multidisciplinar e, quando

necessario, por contato telefénico.

7.2 POPULACAO E AMOSTRA

O estudo incluiu pacientes que, na fase basal em 2012 — 2013, tinham idade
= 16 anos e cujo diagnostico de FC havia sido baseado em critérios de consenso para
o diagndstico da doenca (FARRELL et al., 2008). Assim, foram incluidos 84 pacientes

com diagnéstico de FC.

7.2.1 Critérios de Inclusao

S6 foram incluidos no estudo: pacientes que, na fase basal em 2012 — 2013,
tinham idade = 16 anos; cujo diagnoéstico de FC havia sido baseado em critérios de

consenso para o diagnostico da doenca (FARRELL et al., 2008); e se encontravam
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clinicamente estaveis por ocasido do estudo inicial, isto é, aqueles que néo
apresentavam nos 30 dias prévios nenhuma mudanca de medicamentos e nado
estavam em uso de antibidticos por via intravenosa ou oral em virtude de

exacerbacdes pulmonares.

7.2.2 Critérios de Excluséo

Foram excluidos pacientes com impossibilidade de realizar os testes
preconizados como teste de caminhada e espirometria e gestantes.

7.3 MEDIDAS E PROCEDIMENTOS

O diagnostico de FC foi estabelecido na presenca de uma ou mais
caracteristica fenotipicas, na histéria de FC em um irmdo ou no teste de triagem
neonatal positivo, mais a evidéncia laboratorial de anormalidade CFTR, documentada
por concentracdes elevadas de cloro no suor (teste do suor), ou evidéncias de
mutacbes conhecidas como causa de FC em cada um dos genes da CFTR
(genotipagem) (FARRELL et al., 2008).

Todos os pacientes incluidos no estudo, ao serem submetidos a avaliagcao
clinica de rotina em nivel ambulatorial tiveram os seus dados registrados pelos

pesquisadores em uma ficha de avaliacdo e banco de dados.

7.3.1 Avaliacdo Nutricional

A avaliacdo nutricional foi feita através da avaliacdo de parametros
antropomeétricos como peso, altura, espessura da DCT, circunferéncia muscular do
braco (CMB) e IMC.

O peso foi verificado através de uma balanca digital da marca Filizola ®. Os
pacientes foram pesados vestidos com roupas leves e sem sapatos. A altura foi
medida com o estadidmetro fixo na parede, com lamina horizontal mével e graduacéo
em centimetros, com menor divisdo em milimetros. Os pacientes deviam estar sem
sapatos ou chapéu, devendo permanecer de pé sobre a plataforma, com os
calcanhares juntos e o corpo mais reto possivel. Os calcanhares, glateos, ombros e

cabeca deviam tocar a parte de superficie vertical do estadibmetro. A linha de viséo
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do paciente devia ser na horizontal.

O IMC foi obtido pela aplicacdo da férmula que constitui na divisdo do valor
do peso atual (em Kg) pelo quadrado da altura (em metros).

A medida da DCT foi feita no ponto médio do braco ndo dominante entre o
acrdomio e o olécrano. A prega devia ser suavemente tracionada do tecido muscular
subjacente e avaliada com a utilizacdo de um plicometro da marca Cescorf®. Trés
leituras deviam ser feitas e registradas em milimetros e a sua média aritmética
corresponde a média final. O parametro utilizado para interpretacéo dos resultados foi
através da classificacdo de Frisancho (1981). A circunferéncia do braco foi aferida no
ponto médio do brago ndo dominante entre o acrébmio e o olécrano, utilizando fita
métrica. A CMB foi obtida através da seguinte relacdo matematica: CMB (cm) = CB
(cm) — (0.314 x PCT (mm)). O parametro utilizado para interpretagédo dos resultados
foi através da classificagéo de Frisancho (1981).

7.3.2 Funcéao Pulmonar

A espirometria utilizada no estudo foi realizada na Unidade de Fisiologia
Pulmonar do Servico de Pneumologia do HCPA com o paciente em posi¢cao sentada,
utilizando o equipamento Jaeger — v 4.31a (Jaeger, Wuerzburg, Alemanha), dentro
dos critérios de aceitabilidade técnica das Diretrizes para Testes de Func¢ao Pulmonar
da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia (PEREIRA et al., 2002). Trés
sucessivas curvas expiratorias forcadas tecnicamente adequadas foram realizadas,
sendo registrada a com valores maiores. Foram registrados CVF em litros e em
percentagem do previsto, o VEF1 em litros e em percentagem do previsto e a relacéo
VEF1/CVF em valor absoluto e em percentagem do previsto. Para expressar as
variaveis funcionais pulmonares em percentagem do previsto para sexo, idade e altura
foram utilizados nomogramas para tal fim (PEREIRA; SATO; RODRIGUES, 2007).

7.3.3 Bacteriologia do Escarro

Foram utilizados dados de bactérias identificadas nos trés ultimos exames
bacteriol6gicos de escarro realizados no HCPA. Estes exames foram realizados na
Unidade de Microbiologia do Servigco de Diagnéstico Laboratorial (SDLab). A rotina
ambulatorial de avaliacéo bacteriolégica do escarro envolvia a coleta de uma amostra

a cada consulta (em geral, a cada 60 dias) ou em cada internacdo hospitalar. A



36

amostra de escarro era avaliada por microscopia para garantir a integridade e sua
qualidade e as amostras que atingissem tais caracteristicas prosseguiam nas
andlises. Os escarros foram semeados nos seguintes meios cultura: Agar Sangue,
Agar Chocolate, Agar MacConkey, Agar Manitol e o Agar BCSA (Burkholderia cepacia
Selective Agar). As placas foram mantidas em estufa a 32,5°C por até 72h. As col6nias
sugestivas de patdgenos eram encaminhadas para a realizacdo do Teste de
Sensibilidade ao Antimicrobianos e para identificacdo da colénia no equipamento
MALDI-TOF Vitek MS (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France). As coldnias identificadas
como complexo Burkholderia cepacia eram encaminhadas ao Laboratério de

Pesquisa em Resisténcia Bacteriana (LABRESIS) para posterior analise molecular.

7.3.4 Anélise molecular das espécies

As espécies identificadas no sistema MALDI-TOF Vitek MS como membros
do Complexo Burkholderia cepacia, na Unidade de Microbiologia, foram aliquotadas
em 600uL de agua deionizada. O DNA das amostras foram extraidos por lise térmica
(10 min a 100°C) seguido de resfriamento a -20°C (por 20 min). Posteriormente o
sobrenadante das amostras (DNA) centrifugadas a 3 minutos em 16.000 rpm foi
armazenado em microtubo.

A identificacdo molecular das espécies de Burkholderia cepacia foi realizada
pela identificacdo do gene recA utilizando os primers BCR-1 e BCR-2 em uma reacéo
de nested PCR conforme proposto por Mahenthiralingam e colaboradores (2000). O
mix para PCR era constituido de 0,2U/uL de Platinum Taq DNA polimerase, 1uL
(250uM) de cada desoxinucleotideo trifosfatado (dNTP), 1,5uL (1,5uM) de MgCI2 5uL
de tampéo 5x para PCR. Vinte picomoles de cada primer foi adicionado a reacdo. Os
ciclos empregados para a amplificacdo foram de desnaturacéo inicial por 5 minutos a
95°C, seguida por 35 ciclos de 45 segundos a 95°C, 45 segundos a 58°C e 90
segundos a 72°C. E uma extensao final de 10 minutos a 72°C aplicada ao término dos
ciclos. Os amplicons da primeira reacao sdo submetidos a outras duas reacfes de
PCR. Para realizacdo da segunda reacdo para identificacdo do Complexo
Burkholderia cepacia, foram utilizados 5,0uL de solu¢céo tampéo 10x; 4,0uL da mistura
de dNTP na concentracdo de 10mM. Os primers utilizados nesta reacdo foram os
REC-IN5 e BCRBM2 - 2uL na concentracdo de 10uM com 39,0uL de 4gua para PCR

e 0,2uL de Tag DNA polimerase e 2,0uL do produto da primeira reagdo. A
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programacao no termociclador empregada: Estagio 1 — 5 ciclos de 30 segundos a
94°C, 45 segundos a 67°C, 1 minuto a 72°C; Estagio 2 - 5 ciclos de 30 segundos a
94°C, 45 segundos a 65°C, 1 minuto a 72°C; Estagio 3 - 15 ciclos de 30 segundos a
94°C, 45 segundos a 63°C, 1 minuto a 72°C; Extenséo final 5 minutos a 72°C.

O produto da primeira reacdo foi submetido a uma outra PCR para a
identificac@o especifica da Burkholderia cenocepacia genomovares IlIA ou IIIB. Para
0 mix desta terceira reacdo se acresceu 2,5uL da solucdo tampao 10x, 2,0uL de
mistura de dNTP, 1,0uL de cada primer BCR IlIA e BCR IlIB na concentragéao de 10uM,
15,5uL de 4gua especial para PCR e 0,1uL de Taq DNA polimerase e 3,0uL do produto
da primeira reacao. A programacao do termociclador foi igual ao da segunda reacao.

A deteccéao dos produtos das reacdes de PCR foi feita através de eletroforese
em gel de Agarose 1,5%. Espera-se que o produto da segunda reacdo gere um
fragmento de 620pb correspondente as espécies do Complexo Burkholderia cepacia.
O produto da terceira reacéo devera amplificar um fragmento em torno de 380pb para
Burkholderia cenocepacia IlIA e de 780pb para B. cenocepacia IlIB.

Assim, para a finalidade deste estudo, os pacientes serdo divididos em trés
grupos conforme a bacteriologia do escarro: a) pacientes com infeccdo por
Burkholderia cenocepacia; b) pacientes sem infeccdo pelo complexo Burkholderia
cepacia; c) pacientes com infeccdo pelo complexo Burkholderia cepacia néo

cenocepacia.

7.3.5 Glicemia de jejum e Teste Oral de Tolerancia a Glicose

Foram revisados os exames de glicemia de jejum e de teste oral de tolerancia
a glicose (TOTG) realizados no ultimo ano pelos pacientes. Estes exames fazem parte
da rotina assistencial anual da equipe de FC e foram realizados no laboratério de
bioquimica do HCPA.

Para a realizacdo destes exames, 0s pacientes foram a um periodo de jejum
previamente ao exame de no minimo 8 horas. A coleta do exame foi feita na Zona 14
do HCPA. Para a glicemia de jejum, foi feita a coleta de uma amostra de sangue. Para
o TOTG, foi coletada uma amostra de sangue para determinar a glicemia em jejum. A
seguir, 0os pacientes adultos devem ingerir 75g de glicose por Kg em tempo maximo
de cinco minutos. Os adolescentes ou adultos com peso até 43 Kg deviam ingerir

1,75g de glicose por Kg (maximo de 75¢g). Apés 120 minutos da ingesta de glicose, foi
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coletada nova amostra de sangue para nova glicemia.

O diagnostico de DRFC pela glicemia de jejum foi confirmado por duas
medidas glicémicas em jejum com concentracées maiores que 126 mg%. O
diagnéstico de IG foi feito pela presenca de glicemia de jejum menor que 126 mg% e
glicemia apds 2 horas do TOTG de 140 mg% a 200mg%. O diagndstico de DM apds
TOTG foi feito pela presenca de glicemia de jejum menor que 126 mg% e glicemia
apos 2 horas do TOTG maior que 200 mg%.

Para incluséo deste fator em estudo na andlise estatistica, os pacientes serao
classificados em trés grupos: grupo com tolerancia a glicose normal (TGN), definido
por glicemia de jejum menor que 126 mg% e glicemia apds 2 horas do TOTG menor
gue 140 mg%; grupo com IG, definido por glicemia de jejum menor que 126 mg% e
glicemia apds 2 horas do TOTG de 140 mg% a 200mg%; e grupo com DM em jejum
ou pos TOTG (DM), definido por duas medidas glicémicas em jejum com
concentracfes maiores que 126 mg% ou por presenca de glicemia de jejum menor

gue 126 mg% e glicemia apos 2 horas do TOTG maior que 200 mg%.

7.3.6 Dados Evolutivos e Desfechos

O IMC e os dados de espirometria (CVF e VEF1) foram obtidos a partir da
revisdo do prontuario eletrénico do HCPA (AGHUSE), registrando-se o melhor valor
anual a partir de 2012 — 2013, até 31/12/2019.

Os desfechos (6bito, transplante ou sobrevivente) foram aferidos desde a data
de incluséo do estudo até 31/12/2019, a partir da revisao dos prontuarios, informacdes

da equipe multidisciplinar e, guando necessario, por contato telefonico.

7.4 ASPECTOS ETICOS

O projeto inicial de base foi submetido e aprovado pela Comissé&o de Etica e
Pesquisa do HCPA sob o niumero n° 2012-0100 e o projeto sequencial foi submetido
e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do HCPA sob o n® 2020 0159 (ANEXO
B). Todos os individuos incluidos no estudo assinaram termo de consentimento livre
e informado (ANEXO A) por ocasido do estudo inicial e do estudo sequencial, ficando
esse Trabalho de Concluséao de Curso isento de apresentar um novo TCLE, visto que

foram utilizados os objetivos ja descritos no projeto aprovado.
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Os pesquisadores seguiram as orientacdes da Resolucdo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude que regulamenta as pesquisas com seres humanos e seguirdo a
Lei de Protecdo Geral de Dados.

7.5 ANALISES DOS RESULTADOS

Os dados foram digitados em um banco de dados no Excel 2021 a analise
estatistica foi realizada utilizando o pacote estatistico Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) verséo 18.0

Para andlise descritiva das variaveis categoricas foram apresentadas
frequéncias absolutas e relativas e para as variaveis continuas foram apresentadas
média e desvio padréo ou mediana e intervalo interquartilico, além dos valores minimo
e maximo. O teste Shapiro-Wilks foi utilizado para avaliar se as variaveis continuas
tinham distribuicdo normal. Para as analises bivariadas foram utilizados o teste qui-
guadrado de Pearson e analise de variancias (ANOVA).

O tempo livre de eventos (Obito e transplante pulmonar) entre os grupos foi
analisada através de curvas de Kaplan Meier e comparadas pelo teste log- rank.

As variaveis continuas com medidas repetidas foram analisadas pelo modelo
linear geral para medidas repetidas.

Em todas as analises foi considerado valor estatisticamente significativo

guando o valor-p for menor do que 0,05. Sera considerado IC de 95%.
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8 RESULTADOS

A amostra estudada constituiu-se de 84 pacientes. As caracteristicas gerais
desses individuos sdo apresentadas na Tabela 1. Quarenta e seis pacientes (54,8%)
eram do sexo feminino e apresentavam idade média de 25,2+16-47 anos. Todos 0s
individuos eram de etnia caucasiana. Dezoito individuos (21,4%) eram homozigotos
para a mutacdo F508del e 38 (45,2%) eram heterozigotos para essa mutacao.
Sessenta e sete pacientes (79,8%) apresentavam IPE e 12 (14,3%) tinham
diagnéstico de DRFC. A média de IMC era 21,0+3,2kg/m?, a de DCT de 13,5+6.2mm
e ade CB 26.4+3.8cm. A média da CVF era de 72,6+29,4% do previsto, a de VEF1 de
59,9+28,8% do previsto e a da VEFi/CVF de 67,8+13,2%. Dezessete (20,2%)
pacientes tinham infeccéo por B. cenocepacia, 11 (13,1%) Complexo B. cepacia e 56
(66,7%) por bactérias ndo pertencentes ao complexo B. cepacia.

Tabela 1. Caracteristicas gerais basais da amostra de individuos estudados.

Caracteristicas n=84
médiax DP (min-max) ou n (%)

Idade — anos 25,2+7,0 (16,0 - 47,0)
Sexo - feminino 46 (54,8)

Idade do diagndstico — anos 7,1-6 (0-42)
Etnia — caucasiana 84 (100)
Mutacéo F508del homozigota 18 (21,4)
Mutacdo F508del heterozigota 38 (45,2)
Insuficiéncia pancreatica exdcrina 67 (79,8)

DRFC 12 (14,3)

IMC - kg/m? 21,0+3,2 (18,5 — 20,6)
DCT —mm 13,5%6.2 (4,0 — 26,0)
CB-cm 26.4+3.8 (19,0 — 36,0)

CVF % do previsto

72,6+29,4 (23,0 — 160)

VEF1% do previsto - médiatDP (MIN — MAX)

59,9+28,8 (12,3 — 138,0)

VEF1/CVF % - médiatDP (MIN— MAX)

67,8+13,2(39,6 — 100,0)

P. aeruginosa

54 (64,3)

S. aureus

51 (60,7)
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B. cenocepacia 17 (20,2)
Complexo B. cepacia ndo cenocepacia 11 (13,1)
Bactérias ndo complexo B. cepacia 56 (66,7)

DP=desvio padrao, n=nimero de casos, MIN=Minimo, MAX= méaximo, Al=amplitude inter-quartilica,
DRFC=diabete relacionada a fibrose cistica, IMC=indice de massa corporal, DCT=dobra cutanea
tricipital, CB=circunferéncia do braco, CVF=capacidade vital forcada, VEF1=volume expiratorio
forcado no primeiro segundo

A andlise comparativa entre os 3 grupos de bactérias (B. cenocepacia,
complexo B. cepacia ndo cenocepacia e outras bactérias ndo complexo B. cepacia)
no momento basal é apresentada na Tabela 2. Ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os 3 grupos para a idade (p=0,569), sexo
(p=0,258), idade do diagndstico (p=0,458), IPE (p=0,579), DRFC (p=0,894), IMC
(p=0,080), DCT (p=0,257), CB (p=0,430), CVF % previsto (p=0,109), VEF: (p=0,088),
relacdo VEF1/CVF (0,079), P. aeruginosa (p=0,366) e S. aureus (p=0,086). Somente
foi observada diferenca estatisticamente significativa para presenca da mutacéo
F508del: a auséncia desta mutacao foi mais frequente no grupo de B. cenocepacia e
a presenca em homozigose foi maior no grupo de complexo B. cepacia né&o

cenocepacia (p=0,041).

Tabela 2. Comparacdo no momento basal entre os grupos de bactérias:
Burkholderia cenocepacia, complexo B. cepacia ndo cenocepacia, outras bactérias
nao complexo B. cepacia.

Caracteristicas B. Complexo Outras nao p

cenocepacia BC néo complexo

cenocepacia BC
n=17 n=11 n=56

Idade — anos, médiatDP 26,7£7,5 25,6+7,6 24,616,8 0,569
Sexo - feminino, n (%) 8 (47,1) 4 (36,4) 34 (60,7) 0,258
Idade do diagndéstico — anos, 9 (0,63 - 5(0,5-198) 75 (1 - 0,458
mediana, Al 16,5) 17,8)
Mutacdes — n (%) 0,041
Mutacéo F508del homozigota 4 (23,5) 5 (45,5) * 9(16,1)
Mutacédo F508del 11 (64,7) 2 (18,2) 25 (44,6)
heterozigota
Outras 2(11,8) * 4 (36,4) 22 (39,3)
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Insuficiéncia pancreatica 15 (22,4) 9(13,4) 43 (64,2) 0,579
exacrina - n (%)

DRFC - n (%) 2 (11,8) 2 (18,2) 8 (14,3) 0,894
IMC - kg/m?, médiazDP 19,5+2,2 21,8+2,8 21,3+£3,4 0,080
DCT — mm, médiazDP 11,616,1 12,546,7 14,316,1 0,257
CB - cm, médiatDP 25,3+3,5 26,9+3,2 26,4+3,8 0,430
CVF % do previsto, 63,0+31,8 87,0+37,9 72,6£26,1 | 0,109
médiatDP

VEF1 % do previsto - 46,7+28,6 70,1+31,6 61,9+29,1 | 0,088
médiatDP

VEF1/CVF % - médiatDP 61,7+12,8 66,7+12,7 69,9+13,0 | 0,079
P. aeruginosa — n (%) 11 (64,7) 5 (45,5) 38 (67,9) 0,366
S. aureus — n (%) 10 (58,8) 10 (90,9) 31(55,4) | 0,086

DP=desvio padrdo, n=numero de casos, Al=amplitude inter-quartilica, DRFC=diabete relacionada a
fibrose cistica, IMC=indice de massa corporal, DCT=dobra cutanea triciptal, CB=circunferéncia do
braco, CVF=capacidade vital forcada, VEF1=volume expiratdrio forcado no primeiro segundo.

Variaveis continuas com distribuicdo normal: analise de variancia para 1 fator.

Variaveis continuas sem distribuicdo normal: teste de Kruskal-Wallis.
Variaveis dicotdmicas: teste de qui-quadrado. * Residuos ajustados padronizados > 1,96 ou < -1,96

(implica em proporc¢des significativamente diferentes)
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A Figura 1 apresenta as curvas de sobrevida dos 3 grupos de bactérias para
o desfecho 06bito, sendo que os casos foram censurados em caso de transplante
pulmonar e ao final do estudo em 31/12/19. Ao longo do estudo, 19 pacientes
evoluiram para o O6bito, 10 foram submetidos a transplante pulmonar e 55
sobreviveram até o término do estudo. A média do tempo livre de eventos (6bito e
transplante pulmonar) para todos os individuos foi de 73,8 meses (IC 95% - IC 95%-=
69,0 — 78,7); para o grupo B. cenocepacia foi de 70,2 meses (IC 95%=59,6 — 80,8);
para o grupo de complexo B. cepacia ndo cenocepacia foi de 76,6 meses (IC 95% =
64,8 — 88,5); e para o grupo outras bactérias foi de 74,4 (IC 95% = 68,3 — 80,4); log
rank=0,129.

Figura 1 - Curvas de Sobrevida de Kaplan Meier comparando os 3 grupos
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Como as curvas de sobrevida do grupo de pacientes com complexo B. cepacia
ndo cenocepacia e do grupo outras bactérias se assemelhavam, foi realizada uma
analise comparando a curva destes 2 grupos em conjunto com a curva do grupo B.
cenocepacia. Assim, a Figura 2 apresenta as curvas de sobrevida dos 2 grupos: grupo
B. cenocepacia e grupos com as demais bactérias. A média do tempo livre de eventos
para o grupo B. cenocepacia foi de 70,2 meses (IC 95%=59,6 — 80,8); para o grupo
com as demais bactérias foi de 74,8 meses (IC 95% = 69,4 — 80,3); log rank=0,044.

Figura 2 - Curvas de sobrevida de Kaplan Meier comparando 0s 2 grupos
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A analise das medidas repetidas do IMC ao longo do estudo para 0s 3 grupos
(B. cenocepacia, complexo B. cepacia ndo cenocepacia e outras bactérias) é
apresentada na Figura 3, evidenciando-se que o0 grupo B. cenocepacia teve valores
significativamente menores quando comparado com 0s grupos de outras bactérias (p=
0,017). Além disso, nao houve diferenca significativa para o IMC ao longo dos anos
do estudo (p= 0,097). Nao foi observado efeito de interacao entre grupo de bactéria e
medidas do IMC ao longo dos anos (p= 0,74), isto é, o comportamento das medidas

repetidas do IMC ao longo dos anos néo se diferenciou entre os dois grupos.

Figura 3 - Andlise de medidas repetidas para IMC para os 3 grupos
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A andlise das medidas repetidas do IMC ao longo do estudo para 2 grupos (B.
cenocepacia versus complexo B. cepacia ndo cenocepacia e outras bactérias) é
apresentada na Figura 4, evidenciando-se que o0 grupo B. cenocepacia teve valores
significativamente menores quando comparado com o grupo das outras bactérias (p=
0,033). Além disso, houve diferenca significativa para o IMC que melhorou ao longo
dos anos do estudo (p= 0,004). N&o foi observado efeito de interagdo entre os grupos
de bactérias e as medidas do IMC ao longo dos anos (p= 0,54), isto é, o
comportamento das medidas repetidas do IMC ao longo dos anos nao se diferenciou

entre os dois grupos.

Figura 4 - Analise de medidas repetidas para IMC para os 2 grupos
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A andlise das medidas repetidas do VEF1 ao longo do estudo para os 3 grupos
de bactérias € apresentada na Figura 5, evidenciando-se que o grupo B. cenocepacia
teve valores significativamente menores quando comparado com 0s grupos das outras
bactérias (p=0,002). Além disso, houve diferenca significativa do VEF1, que piorou ao
longo dos anos do estudo (p=0,039). Nao foi observado efeito de interagdo entre grupo
de bactéria e medidas do VEF: ao longo dos anos (p= 0,74), isto €, 0 comportamento
das medidas repetidas do VEF: ao longo dos anos nao se diferenciou entre os dois

grupos.

Figura 5 - Andlise de medidas repetidas para VEF1 % do previsto para 0s 3 grupos
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A andlise das medidas repetidas do VEF:1 ao longo do estudo para 2 grupos
de bactérias (B. cenocepacia versus as demais) € apresentada na Figura 6,
evidenciando-se que o grupo B. cenocepacia teve valores significativamente menores
guando comparado com o grupo das outras bactérias (p=0,015). Além disso, houve
diferenca significativa do VEF1, que piorou ao longo dos anos do estudo (p=0,001).
Né&o foi observado efeito de interacdo entre grupo de bactéria e medidas do VEF1 ao
longo dos anos (p= 0,39), isto €, o comportamento das medidas repetidas do VEF; ao

longo dos anos néo se diferenciou entre os dois grupos.

Figura 6 - Andlise de medidas repetidas para VEF1 % do previsto para 0s 2 grupos
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A andlise das medidas repetidas da CVF ao longo do estudo para os 3 grupos
de bactérias € apresentada na Figura 7, evidenciando-se que houve diferenca
significativa entre os trés grupos de bactérias (p= < 0,001) com piores valores no grupo
B. cenocepacia. Nao houve diferenca significativa da CVF ao longo dos anos do
estudo (p= 0,11). Nao foi observado efeito de interacdo entre grupo de bactéria e

medidas da CVF ao longo dos anos (p=0,26).

Figura 7 - Andlise de medidas repetidas para CVF% do previsto para os 3 grupos
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A analise das medidas repetidas da CVF ao longo do estudo para os dois
grupos de bactérias € apresentada na Figura 8, evidenciando-se que nao houve
diferenca significativa entre os dois grupos de bactérias (p=0,055). Além disso, houve
diferenca significativa da CVF, que piorou ao longo dos anos do estudo (p=0,003).
N&o foi observado efeito de interacdo entre grupo de bactéria e medidas da CVF ao

longo dos anos (p=0,47).

Figura 8 - Andlise de medidas repetidas para CVF% do previsto para 0s 2 grupos
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9 DISCUSSAO

Este estudo de coorte retrospectivo realizado em um Unico centro de
referéncia para individuos adultos com FC demonstrou, pela primeira vez no Brasil,
gue os desfechos nutricionais e clinicos, dos pacientes adultos com FC com infeccdo
por Burkholderia cenocepacia, foram mais precérios do que os desfechos dos
pacientes com infec¢cdo por outras bactérias (incluindo as outras bactérias do
complexo B. cepacia e as demais bactérias ndo pertencentes ao complexo). O maior
risco evidenciado pela infeccdo pela Burkholderia cenocepacia ficou evidente na
andlise evolutiva do melhor valor anual do IMC, VEF1, CVF, e curvas de sobrevida,
registradas a partir do periodo basal (2012-2013) até 31/12/2019.

Importante observar, que, apesar dos piores valores de IMC no grupo B.
cenocepacia em comparacgao as demais bactérias, o IMC nos 2 grupos aumentou ao
longo dos anos de estudo. Em parte, isto poderia ser explicado pela ocorréncia de
Obitos dos individuos mais graves, mas também pode ser considerado que a
intervencdo nutricional ostensiva realizada no atendimento destes pacientes tenha
contribuido para este efeito. Por outro lado, o VEF; teve queda progressiva ao longo
do tempo no grupo B. cenocepacia, a despeito da melhora nutricional. Esta
desproporcao entre piora da funcdo pulmonar e melhora do IMC pode também ser
explicada pela maior adesdo ao tratamento nutricional que € observada com a
progressdo da doenca. Nesse contexto, estudo prévio de Dalcin et al. (2007) mostrou
gue a adesao autorrelatada ao tratamento nutricional era considerada elevada (maior
gue 3 vezes na semana) em apenas 65,8% dos casos. Também mostrou que o escore
autorrelatado de adesdo aumentou com a gravidade clinica da doenca.

Em nosso estudo, um achado muito importante foi que a média do tempo livre
de eventos (6bitos e censura por transplante pulmonar) para o grupo de pacientes
com infeccéo pela B. cenocepacia foi de 70,2 meses, significativamente menor que o
tempo de 80,8 meses observado para os pacientes infectados pelas outras bactérias.
E importante mencionar que no HCPA a identificacdo molecular do complexo
Burkholderia cepacia é feita de rotina ha varios anos, bem como que o produto da
primeira reacdo desta identificacdo positiva para o complexo € submetida a uma outra
PCR para a identificagdo especifica da Burkholderia cenocepacia genomovar IlIA ou
[1IB. Esta rotina de identificacéo ja ocorria por ocasido do estudo de base em 2012 —

2013, possibilitando o estudo presente. Entretanto, a identificacdo para as outras
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espécies do complexo B. cepacia ndo é realizada no HCPA.

Em comparagdo com o nosso estudo, devemos mencionar um trabalho de
coorte retrospectivo de criancas e adultos acompanhados no Sick Children Hospital e
St. Michael’s Hospital (Toronto, Ontario, Canadd) (SOMAYAJI et al., 2020), conduzido
de 10 de janeiro de 1997 a 31 de dezembro de 2018. Esse estudo buscou avaliar as
diferencas na sobrevida e na progressao da doenca pulmonar apés a aquisicao das
espécies do complexo B. cepacia. A hipétese do estudo era que os desfechos clinicos
em individuos com FC e infec¢do pelo complexo B. cepacia poderia variar com as
espécies envolvidas. Assim, a infec¢cdo por Burkholderia foi classificada em: 1) B.
gladioli, 2) B. cenocepacia (incluindo todas as cepas, exceto a ET-12), 3) B.
cenocepacia ET-12 strain, and 4) B. multivorans/outras (incluindo B. stabilis, B.
cepacia, or B. viethamiensis). Um total de 1.196 pacientes foram acompanhados por
20 anos. Apenas 88 pacientes (7,4%) tiveram 1 ou mais culturas positivas para
espécies de B. cepacia. Pacientes com infec¢cdo por ET-12 tiveram tempo mediano
até a morte de 1,95 anos comparado com 5,30—-6,72 anos para aqueles com outras
infeccbes por Burkholderia. As exacerbacfes pulmonares foram mais frequentes
nagueles pacientes com infeccdo pelo complexo Burkholderia e permaneceram
significantes no grupo com ET-12 ap0s ajuste para fatores de confusdo (odds ratio,
2,96; IC 95% 1,17-7,53). Nao foram observadas diferencas basais para o VEF1 nem
para as taxas de declinio entre os grupos. Quando a parametros nutricionais, esse
estudo apenas analisou o IMC basal que nao diferiu estatisticamente entre o grupo
Burkholderia e ndo Burkholderia. O IMC né&o foi analisado evolutivamente.

Outro estudo interessante de mencionar € o de Zlosniket et al. (2020) que
analisou a epidemiologia da infeccdo por Burkholderia em individuos com FC no
Canada entre 2000 e 2017. Foram analisados 1.362 isolados de Burkholderia de pelo
menos 396 individuos com FC. Quarenta e nove por cento (n = 666) de todos os
isolados e 47% (n = 179) dos novos casos foram identificados como B. multivorans. A
incidéncia da infeccdo por Burkholderia na populacdo canadense ndo se modificou
entre 2000 e 2017 (6 casos por 1.000 anualmente). O sequenciamento de multiplos
locus sugeriu que ha um minimo compartilhamento de clones no Canada. Como
concluséo, a epidemiologia da Burkholderia na FC no Canadéa sofreu modificacdo de
limitados numeros de cepas epidémicas B. cenocepacia para isolados néo clonais de
B. multivorans, B. cenocepacia e outras espécies. A despeito do amplo controle de

infeccdo, as espécies de Burkholderia continuam a ser adquiridas pela os individuos
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com FC na mesma taxa de infecgéo, representando um risco para estes pacientes.

Devemos comentar que a prevaléncia de 33% de infecgdo por complexo B.
cepacia em nosso estudo é muito elevada, em especial quando comparada com o0s
dados canadenses de 7,4% (SOMAYAJI et al., 2020). Isto ocorre a despeito do
emprego de medidas rigorosas de controle de infeccdo empregadas pela equipe e
gerenciadas pela Comissao de Controle de Infeccdo do HCPA. Estas medidas incluem
segregacao geral dos pacientes entre si, dias separados de atendimento ambulatorial
conforme a identificacdo das bactérias em culturas de escarro, segregacao em locais
de internacdo hospitalar (andares clinicos e unidades de atendimentos diferentes),
protocolos da enfermagem para medidas de desinfec¢do das superficies, protocolos
de controle de infeccdo nas unidades de exames complementares, em especial na
funcao pulmonar. As razdes desta prevaléncia tdo elevada da infeccdo pelo complexo
B. cepacia vai além do escopo desse estudo. Ainda assim, este achado deve ser
gerador de hipotese e motivador para novo estudo analisando estas causas. Em
termos praticos, esta identificacédo ja motivou a equipe e a Comissao de Controle de
Infeccéo Hospitalar do HCPA a revisar, ajustar e aperfeicoes as medidas desenvolvida
para esse controle.

Quando buscamos na literatura cientifica estudos brasileiros semelhantes a
presente pesquisa, a qual comparou o estado nutricional dos pacientes com B.
cenocepacia com pacientes com Complexo B. cepacia e outros tipos de bactéria, nos
deparamos com uma escassez de artigos. Cabe ressaltar o estudo de BARNI et al.
(2017), no qual deu origem a esta pesquisa, realizado no HCPA, do total n = 73
pacientes, 32 eram eutroéficos, 6 (18,8%) e portadores de B. cepacia. Dos 41 pacientes
gue se encontravam em risco nutricional ou em desnutricdo, 9 (21,95%) eram
colonizados por B. cepacia. No total, foram encontrados 15 pacientes (20,5%) com
Complexo B. cepacia. No entanto, no Brasil, ainda existem poucos estudos sobre B.
cenocepacia (DENTINI et al., 2017; CARRARO et al., 2018; MARTINS, 2007) e estes
nao relacionam o estado nutricional com a bactéria em questao.

O presente estudo apresenta algumas limitacbes. Em primeiro lugar, o
delineamento de uma coorte ndo permite definir relacdo de causa e efeito entre a
associacdo da infeccdo B. cenocepacia e IMC. Outros fatores nao identificados
poderiam também contribuir para essa associa¢cdo. Em segundo lugar, o fato de ser
realizado em um centro unico. Em terceiro lugar, o estudo tem um pequeno tamanho

amostral que exigiu a comparacdo entre apenas 2 grupos para melhora andlise
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estatistica. Em quarto lugar, a identificacdo genética das espécies de Burkholderia foi
feita apenas para a B. cenocepacia, limitando a compreenséo do impacto clinico das
demais espécies de Burkholderia.

10 CONCLUSAO/CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo, realizado com individuos adultos com FC, demonstrou que 0s
desfechos nutricionais e clinicos, destes individuos com infeccdo por Burkholderia
cenocepacia, foram mais precérios do que os desfechos dos pacientes com infeccdo
por outras bactérias (incluindo as outras bactérias do complexo B. cepacia e as demais
bactérias ndo pertencentes ao complexo). A média do tempo livre de eventos (6bitos
e censura por transplante pulmonar) para o grupo de pacientes com infeccao pela B.
cenocepacia foi significativamente menor que o tempo observado para os pacientes
infectados por outras bactérias. Foram observados evolutivamente, o efeito negativo
gue a infeccdo por B. cenocepacia possui, onde, nas medidas basais parecia nédo
haver diferenca, corroborando com os achados na literatura.

Desta forma, o cuidado nutricional dos pacientes com FC, especialmente
nagueles infectados por B. cenocepacia, devem ser intensificados, tanto nos centros
de referéncia quanto nas internacdes hospitalares, por prevenir um estado nutricional

precario, que impacta diretamente na progressao da doenca como um todo.
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ANEXOS
ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Caracteristicas clinicas e desfechos de pacientes
adolescentes e adultos portadores de fibrose cistica com infec¢céo por
Burkholderia cenocepacia.

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa cujo objetivo é
avaliar as caracteristicas clinicas, nutricionais e da funcdo pulmonar bem como os
desfechos clinicos de um grupo de pacientes adolescentes e adultos portadores de
Fibrose Cistica e com infec¢ao por Burkholderia cenocepacia atendidos no Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). A Burkholderia cenocepacia € um complexo de
bactérias que afetam as pessoas com Fibrose Cistica de maneira diferente. Por isso,
nesse estudo, serdo comparadas as diferentes espécies e suas consequéncias para
0S pacientes.

Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Servico de Pneumologia do HCPA.
Estamos realizando esse convite, pois vocé participou do estudo “Fatores associados
com a desnutricdo em pacientes adultos com Fibrose Cistica” no periodo de 2013 a
2014.

Se vocé aceitar participar da pesquisa, 0os procedimentos envolvidos sao o0s
seguintes:

- Autorizar que os pesquisadores utilizem nessa nova pesquisa o0s seus dados ja
coletados para o estudo anterior e que estdo armazenados em um banco de dados.
Serdo utilizadas informacdes como tipo de Burkholderia cenocepacia, funcéo
pulmonar, avaliacdo nutricional e funcional.

- Autorizar que o0 seu prontuario eletrénico seja acessado para coleta dos
parametros da doenca, estado nutricional e funcional atuais.

N&o sdo conhecidos riscos pela participacdo na pesquisa, exceto a possibilidade
de quebra da confidencialidade dos dados. Os pesquisadores tomarao o cuidado para
gue isto ndo ocorra, utilizando sempre um cédigo para identificacdo dos participantes.
Este estudo sera apenas de revisdo de registros em banco de dados e prontuarios,
nao havendo nenhuma interferéncia no seu tratamento clinico, que sera 0 mesmo
independentemente de vocé aceitar ou ndo a participacdo na pesquisa.

O possivel beneficio decorrente da participacdo na pesquisa € conhecer o que
acontece em relacao a gravidade da doenca, parametros funcionais e nutricionais, ao
longo dos anos nos pacientes adolescentes e adultos portadores de fibrose cistica
com infeccdo por Burkholderia cenocepacia. A pesquisa contribuira também para o
aumento do conhecimento sobre o0 assunto estudado e, se aplicavel, podera beneficiar
futuros pacientes.

Sua participacao na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, nao é obrigatéria.
Caso vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu
consentimento, ndo haverd nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou
possa vir a receber na instituicao.

N&o esté previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participagéo, e vocé nao
tera nenhum custo relacionado aos procedimentos envolvidos.
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Os dados coletados durante a pesquisa serdao sempre tratados
confidencialmente. Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a
identificacdo dos participantes, ou seja, 0 seu home nao aparecera na publicacdo dos
resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador
responsavel, Prof. Dr. Paulo de Tarso Roth Dalcin, pelo telefone (51) 33598241, com
a pesquisadora Leticia Bauer Jacobsen, pelo telefone (51) 33598626 ou com 0 Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone
(51) 33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2229, de segunda a sexta, das 8h as
17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra
para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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ANEXO B - Carta de Aprovacao CEP

" Q@ HOSPITAL DE

UFRGS 4)) © CLINICAS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL PORTO ALEGRE RS

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
Grupo de Pesquisa e Pés Graduacéo

Carta de Aprovagéo

Projeto
2020/0159

Pesquisadores:

PAULO DE TARSO ROTH DALCIN
MICHELLE NUNES SILVEIRA
LETICIA BAUER JACOBSEN
AFONSO LUIS BARTH

FABIANA VOLPATO

Numero de Participantes: 73

Titulo: Desfechos e caracteristicas clinicas de pacientes adultos com fibrose cistica
com infeccdo por Burkholderia cenocepacia.

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos, metodoldgicos, logisticos e
financeiros para ser realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Esta aprovacdo esta baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do
Servico de Gestdo em Pesquisa.

- Os pesquisadores vinculados ao projeto ndo participaram de qualquer etapa do
processo de avalicdo de seus projetos.

- O pesquisador devera apresentar relatorios semestrais de acompanhamento e
relatorio final ao Grupo de Pesquisa e P6s- Graduacéo (GPPG).

16/07/2020

Assinado digitalmente por:
f:  PATRICIA ASHTON PROLLA

Grupo de Pesquisa e Pos-graduagao
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