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RESUMO

Introducdo e objetivo: Elastase-1 fecal (EL-1) é um teste ndo invasivo que serve para
avaliar a funcdo pancreatica exocrina. Neste estudo, buscou-se avaliar e quantificar a
concentracdo da EL-1 fecal em pacientes com Fibrose Cistica (FC), portadores da mutagédo
AF508, e padronizar o teste Elastase monoclonal para a populacédo estudada.

Metodos: Estudo transversal prospectivo, com pacientes portadores de FC. Foram
coletadas amostras de fezes para a quantificacdo da concentracdo da EL-1fecal pelo teste
ELISA. A avaliacdo antropométrica baseou-se no percentil de IMC para criancas de 2 a 18
anos e percentil de P/E para criancas menores de 2 anos. Foi feita uma revisao nos prontuarios
dos pacientes para identificar a mutacdo da FC e coletar informacdes a respeito da dose da
enzima administrada. Os desfechos analisados foram a insuficiéncia pancreatica exocrina (IP)
e sua intensidade, definida pela atividade da EL-1 fecal < 200ug/g.

Resultados: Cinguenta e um pacientes com idade entre 4 meses e 17 anos participaram
do estudo, divididos em 3 grupos: 17 homozigotos, 17 heterozigotos e 17 ndo AF508. A
média de idade foi de 9,11 anos (+ 4,74) e 62,8% eram do sexo masculino. As enzimas
pancreaticas foram utilizadas em 46 pacientes (90,2%). Pacientes com o teste da EL-1 fecal
com valores abaixo de 100ug/g representaram um total de 80,4% (n=41), sendo 17
homozigotos (41,5%), 14 heterozigotos (34,1%) e 10 com auséncia de AF508 (24,4%). Houve
associacdo estatisticamente significativa entre os homozigotos e a concentracdo da EL-1 fecal
< 100ug/g. Todos os pacientes considerados IP pelo teste da EL-1 fecal faziam terapia de
reposicdo enzimatica (41 - 100%). Dez pacientes (19,6%) estavam com concentracdo da EL-1
fecal >200ug/g e, desses, 5 utilizavam enzimas pancreaticas. Onze pacientes (21,6%)
apresentaram-se desnutridos, 10 (19,6%) em risco nutricional e 30 (58,8%) eutrdficos. Nédo
houve relacdo estatisticamente significativa entre estado nutricional, mutacdes e IP.

Conclusoes: A atividade de EL-1 fecal < 100 pg/g, indicativa de IP grave pelo teste, foi
observada em 17/17 (100%) pacientes homozigotos para a mutacdo AF508 e em 14/17
(82,3%) heterozigotos para a mesma mutacdo. Nao houve relacdo entre os valores de EL-1
fecal e o estado nutricional, avaliados pelo percentil do P/E para < 2 anos e percentil do IMC
para >de 2 anos. O teste EL-1 fecal é de facil execucdo e pode ser feito com uma pequena
amostra de fezes; neste estudo, revelou-se Util na avaliacdo pancreatica dos pacientes com FC.

Palavras-chave: Fibrose Cistica, mutagdo AF508, Elastase-1 fecal, insuficiéncia
pancreatica exocrina.



ABSTRACT

Introduction and Objective: The fecal Elastase-1 (EL-1) is a noninvasive test used to
assess exocrine pancreatic function. This study aims to assess and quantify the concentration
of fecal Elastase -1 in patients with cystic fibrosis AF508 mutation carriers and to standardize
the testing Elastase monoclonal test in our study group.

Methods: Cross-sectional study with patients diagnosed with Cystic Fibrosis, being
treated by the Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Feces were collected for the
quantification of Elastase concentration by ELISA. Nutritional assessment was calculated by
percentile of BMI for children aged 2 to 18 years and percentile P / E for children under 2
years. Patient charts were reviewed to identify the cystic fibrosis mutation and to collect
information about the dose of enzyme administered. The results analyzed were the exocrine
pancreatic insufficiency and its intensity, defined by the activity of fecal EL-1 <200ug/g.

Results: Fifty-one patients with ages ranging from 4 months to 17 years participated in
the study and were divided into 3 groups: 17 homozygotes, 17 heterozygotes and 17 non
AF508. The average age was 9.11 years (x 4.74) and 62.8% were male. The pancreatic
enzymes were used in 46 (90.2%) patients. Patients with Elastase test with values below
100ug/g represented a total of 80.4% (n = 41) and 17 (41.5%) homozygous, 14 heterozygous
(34.1%) and 10 with no AF508 (24.4%). There was a statistically significant association
between the homozygous and the concentration of fecal EL-1 <100ug/g. All patients
identified as Pl by the EL-1 fecal test were in enzyme replacement therapy 41 (100%). Ten
patients (19.6%) had a concentration of EL-1 fecal >200 pg / g, and 5 of pancreatic enzymes
used. Eleven (21.6%) patients were malnourished, 10 (19.6%) were at nutritional risk and for
30 (58.8%) the nutritional status was normal. There was no significant relationship between
nutritional status, mutations and pancreatic insufficiency.

Conclusion: The activity of EL Fecal -1 <100 pg/g indicative of severe Pl by the test,
was observed in 17/17 (100%) patients homozygous for the mutation AF508 and 14/17
(82.3%) heterozygous for the same mutation. There was no association between the levels of
fecal EL-1 and nutritional status assessed by the percentile of the P/E < 2 years and BMI
percentile for >2 years. The fecal Elastase-1 test can be easily performed with a small stool
sample and proved useful in the pancreatic evaluation of patients with cystic fibrosis.

Keywords: cystic fibrosis mutation AF508, fecal Elastase-1, exocrine pancreatic
insufficiency.
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1 INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

1.1 FIBROSE CISTICA: CONSIDERACOES GERAIS

"Woe to that child which when kissed on the forehead
tastes salty. He is bewitched and soon must die™*

Descrita popularmente desde os séculos XVIII e XIX, a Fibrose Cistica (FC) ou
mucoviscidose sé teve as suas caracteristicas clinicas, anatomopatoldgicas e epidemiolégicas
descrita a partir do final da década de 30, do século XX, quando dos estudos da Dra Dorothy
Andersen (ANDERSEN, 1938).

Atualmente, a FC é reconhecida como uma das mais importantes doencas genéticas, de
heranga autossémica recessiva, que acomete a populacdo caucasoide, em uma incidéncia
estimada de 1:2500 nascidos vivos. Trata-se de uma disfuncéo epitelial exdcrina, na qual
existe um defeito, j& bem documentado, na proteina reguladora da condutancia
transmembrana, designada pela sigla CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator) (WELSH et al., 1995), composta por 1.480 aminoéacidos e codificada por um gene
formado por 250 quilobases de DNA, localizado no brago longo do cromossomo 7, no ldcus

g31 (Figura 1) (WELSH et al., 1995; RIORDAN et al., 1989).

Y In The Almanac of Children’s Songs and Games from Switzerland, 1857
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Extracellular

' Plasma
/ membrane
Intracellular
N
ATP ATP
ADP +P, ADP + P

PKA + ATP

Figura 1 — O modelo da estrutura da proteina cystic fibrosis transmenbrane conductance
regulator (CFTR)

Fonte: http://fibrosisquistica.wikispaces.com/

A CFTR é considerada um canal de cloro dependente de AMP-ciclico, localizado na
membrana apical de células epiteliais e controla o transporte transepitelial de ions (sédio,
cloro e potassio), agua, e de bicarbonato indiretamente (GASKIN et al., 1982).

Dados recentes obtidos a partir da The Cystic Fibrosis mutation database (CFMDB -
2010) apontam para a existéncia de aproximadamente 1.600 muta¢6es relacionadas a proteina
CFTR, as quais estdo agrupadas em seis diferentes categorias (classes) apresentadas no

Quadro 1 (VANKEERBERGHEN et al., 2002).
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CLASSE DEFEITO

1 A proteina CFTR ndo é sintetizada

2 A proteina CFTR € degradada no reticulo endoplasmatico apés
producdo

3 A proteina CFTR é produzida e chega a membrana celular, mas
ndo responde a ativagdo

4 A proteina é produzida, alcanca a membrana celular e responde a
ativacdo, mas o canal de cloro ndo permite conducdo adequada do
ion

5 Ha& diminui¢do da sintese da proteina CFTR.

6 Ha defeito na regulacdo de outros canais

Quadro 1 - Tipo de mutac6es no gene que codifica a proteina CFTR de acordo com a categorizacao
por classe
Fonte: Vankeerberghen et al., 2002.

A muta¢ao mais comum, em todo o mundo ¢ conhecida por AF508 (classe 2), onde ha
delecdo do aminoéacido fenilananina na posicdo 508 da proteina CFTR. A frequéncia de seu
achado varia de acordo com as regides geograficas, sendo em média 70% e 30% no oeste e
leste europeus respectivamente e cerca de 45% na América Latina (RIOS et al., 1994;
STREIT et al., 2003). No Brasil, a frequéncia reportada da mutagdo AF508 foi estabelecida
em torno de 49% (RASKIN et al., 1993), variando entre as regifes brasileiras - 53% em
Minas Gerais, 48-50% no Rio Grande do Sul, 33-52% em Sé&o Paulo, 27% em Santa Catarina,
44% no Parana e 35% no Rio de Janeiro (BERNARDINO et al., 2000; RASKIN et al., 1997;
MIRANDA et al., 1993; CABELLO et al., 2001; MARTINS et al., 1993). Em Porto Alegre,
Mardstica et al. (1995) identificaram um portador da mutagdo AF508 para cada 25,3 recém-
nascidos. Naquele ano (1995), houve 26.745 nascimentos, com 10 casos novos de Fibrose
Cistica anuais em pacientes caucasoides. Os dados referentes aos pacientes portadores de FC
acompanhados pelos servicos de pediatria - setor de Pneumologia Pediatrica e Genética
Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), mostram que a mutagdo AF508
correspondeu a 48,7% (75/154) dos alelos em que foi identificada , sendo que 31,2%

homozigotos, 35,1% heterozigotos e 33,8% ndo apresentavam AF508 (STREIT et al., 2003).
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Os resultados foram semelhantes a estudos prévios (RASKIN et al., 1993; BERNARDINO et
al., 2000). A frequéncia desta mutacdo no Rio Grande do Sul é estatisticamente diferente da
frequéncia no estado de Santa Catarina, embora ambos se encontrem geograficamente muito
perto, o que pode ser atribuido a heterogeneidade da populacdo brasileira (STREIT et al.,
2003).

A presenca de dois alelos com mutagdes no gene da FC provoca auséncia de atividade
ou funcionamento parcial da CFTR, causando reducdo na excrec¢do do cloro e aumento da
eletronegatividade intracelular, resultando em maior fluxo de sdédio na tentativa de
preservacao nao osmotica do equilibrio celular.

O exame diagndstico de FC considerado padrdo aureo ainda é a dosagem de eletrolitos
no suor. Como salientam Dalcin & Abreu e Silva (2008), o teste do suor deve ser sempre
interpretado no contexto clinico e realizado pelo menos duas vezes em cada paciente,
preferentemente com intervalo de semanas entre eles. Considerado positivo com valores de
cloro superiores a 60 mmol/l e limitrofe - passivel de confirmacédo - com valores entre 40 e 60
mmol/l. Devem ser obtidas pelo menos 75mg de volume de suor pelo método tradicional
Gibson-Cooke em recém- nascidos. (FARRELL et al., 2008). Para Ribeiro et al.(2002) a
qunatidade deve ser de no minimo 100mg. Outro teste diagndstico € a analise de mutacdo
genética, conhecida como causa de FC em cada um dos genes da CFTR, junto a um contexto
clinico ou historia familiar compativel e a medida de diferenga de potencial nasal (DALCIN

& ABREU E SILVA ,2008).

1.2 ASPECTOS CLINICOS E NUTRICIONAIS

Ressalta-se que a FC é uma doenca sistémica, de evolugdo cronica e progressiva. Nos

individuos acometidos observam-se, além das caracteristicas de alteragdes eletroliticas no
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suor, desidratacdo das secre¢des nas mucosas e aumento da sua viscosidade, favorecendo
obstrucdo ductal, a qual se segue de uma cascata de reacGes inflamatorias, que culminam com
o desenvolvimento de fibrose (KNOWLES et al., 1986). Classicamente, nas vias respiratorias,
0 processo inflamatorio cronico assim desencadeado, propicia o subsequente aparecimento de
alteracdes estruturais como bronquiectasias, bronquioloectasias e espessamento brdnquico,
dentre outros (CORDEIRO, 1995). Neste contexto, ha o favorecimento tanto de colonizagao
quanto de infeccdo respiratoria crénica por bactérias patogénicas, tais como: Staphylococcus
aureus, Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas aeruginosa
mucoide, Pseudomona cepacia e Burkholderia cepacea, que sdo organismos frequentemente
encontrados nesses pacientes. O comprometimento do aparelho respiratorio é progressivo e de
intensidade variavel e as alteracGes secundarias sao atribuidas a dois fendbmenos importantes:
a obstrucdo generalizada da via respiratéria periférica por excesso de muco e uma
suscetibilidade muito aumentada do aparelho respiratorio as infeccbes (RIBEIRO et al.,
2002). As criancas apresentam infeccBes repetitivas do trato respiratorio, historia de
bronquiolite de repeticdo, sindrome do lactente chiador, asma associada ao hipocratismo
digital, hiperinsuflacdo pulmonar ndo devida & asma bronquica, bronquiectasias e ou
atelectasias (ABREU e SILVA & PALOMBINI, 1991; RIBEIRO et al., 2002). A tosse
cronica é a manifestacdo respiratdria mais comum, afetando a crianca desde as primeiras
semanas de vida (RIBEIRO et al., 2002).

As principais manifestagdes clinicas da FC estdo apresentadas no quadro 2.
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SISTEMAS ENVOLVIDOS MANIFESTACOES CLINICA
Hiperreatividade bronquica, pneumonias de
Respiratério repeticdo, hemoptise, pansinusite, pdlipos nasais,

baqueteamento digital, bronquiectasias,
atelectasias, infiltrados e hiperinsuflacdo

Ileo meconial, ictericia neonatal prolongada,
Digestivo esteatorreia, desnutricdo cronica, hipoproteinemia
e edema, pancreatite recorrente, hepatopatia
cronica, colelitiase, prolapso retal, insuficiéncia
pancreatica, meteorismo crénico, sindrome da
obstrucdo intestinal distal.

Diabetes Melito, alcalose metabdlica cronica,

Enddcrino-Metabdlico . - ! o -
intolerancia a glicose, osteopatia hipertréfica

Hematolégico Anemia

Infertilidade, azoospermia obstrutiva, atraso

Reprodutivo . .
P puberal, anormalidades menstruais

Quadro 2 - Principais manifestagdes clinicas da Fibrose Cistica
Fonte: Abreu e Silva & Palombini, 1991; Ribeiro et al., 2002; Vieira et al., 2003; Dalcin & Abreu, 2008.

Na sua forma tipica, manifesta-se pela presenca de insuficiéncia pancreéatica exocrina.
Essa se traduz frequentemente por sindrome malabsortiva de intensidade variavel. A IP esta
relacionada ao tipo de mutacdo (NOONE et al., 2001). Segundo Iwéanczak et al. (2005), existe
uma nitida correlagdo entre a presenga da mutagdo AF508 e as gravidade e frequéncia das
manifestacBes digestivas. Na casuistica de Ratjen & Doring (2003) foi observado que a
insuficiéncia pancreéatica exocrina, presente nos individuos com mutacgdes das classes 1-3, foi
evento raro nagqueles com mutacgdes 4-6.

O comprometimento do figado e das vias biliares na FC é conhecido desde o relato
original desta entidade. Segundo Colombo et al. (2002), a doenca hepética € considerada a
terceira causa de morte nos pacientes com FC. Na casuistica de Fagundes e cols. (2005), que
tinham como objetivo identificar os fatores de risco para doenca hepética da FC, a IP foi um
fator preditivo da hepatopatia.

H& uma prevaléncia estimada que varia de 2-37% nas diferentes séries (FARANCHAK

& SOKOL, 2001; GASKIN, 2001), devido a falta de marcadores diagndsticos sensiveis e
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especificos e de critérios consistentes de definicdo de doenca hepatica (COLOMBO et al.,
2002; SILVEIRA et al., 2001). Parece haver um aumento da frequéncia a partir da primeira
década de vida (COLOMBO et al., 2002; FITZ, 1993; SCOTT et al., 1991). Manifestacdes
clinicas do acometimento hepéatico na FC incluem: colestase neonatal, esteatose hepética,
colelitiase, microvesicula, colangite esclerosante e outras (VIEIRA et al., 2003).

A forma sintomética da doenca hepatobiliar é rara, ocorrendo em menos de 5% dos
casos. A presenca de fibrose porta, em relatos de necropsia, varia de 27% nos lactentes a 70%,
nos pacientes maiores de 24 anos (SHARP, 1995). A complicacdo mais importante e mais
frequente da hepatopatia nesses pacientes € a hemorragia digestiva por varizes de es6fago
(LOPEZ et al., 1998).

No Hospital de Clinicas de Porto Alegre, 83 pacientes com idade entre 2 e 17 anos
foram analisados quanto as caracteristicas em relacdo ao escore ultrassonografico de avaliagdo
hepatobiliar; notou-se que houve progressdo na propor¢do de casos de vesicula e de pancreas
alterados, com a piora do estado do figado, sendo essas diferencas altamente significativas
(P=0,001 e P=0,0009, respectivamente). Quanto mais alterado o escore hepatico menor a
proporcao de vesicula e de pancreas normais. Cinquenta e trés pacientes apresentaram escore
A (3 pontos), 18/83 pacientes constituiram o escore B (4-7 pontos) e 12/83 apresentaram
escore C (8-9 pontos). Nenhum paciente com escore C apresentou pancreas normal e apenas
dois tinham vesicula biliar sem alteracfes (VIEIRA et al., 2003).

Segundo Yankaskas et al. (2004), a FC sendo uma doenca grave, 0s pacientes nédo
sobreviviam até a adolescéncia ha alguns anos atras, mas nas ultimas décadas a sobrevivéncia
desses pacientes estd cada vez maior; agora a doenca tornou-se "de adulto” (DALCIN &
ABREU E SILVA, 2008).

Dados do registro norte-americano mostram que atualmente a idade mediana de

sobrevida é de 36,5 anos, e que 43% das pessoas com FC tém mais que 18 anos
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(YANKASKAS et al., 2004). A utilizacdo de medidas adequadas para o tratamento do
paciente com FC resulta em uma maior sobrevida com melhor qualidade para pacientes
adultos (DALCIN & ABREU E SILVA, 2008).

Vérios fatores estdo associados a pior evolugdo do paciente: idade no diagndstico, ileo
meconial, sexo feminino, raca, gendtipo, colonizagdo por Pseudomonas aeruginosa ou
Burkholderia cepacia, ma nutrigdo, diabetes relacionada a FC e baixo nivel sdcio-econdmico
(DURNO et al., 2002; KEREN et al., 1990; ROSENFELD et al., 1997, O'CONNOR et al.,
2002).

O tratamento da IP baseia-se na suplementacdo com enzimas pancreaticas e vitaminas.
Essa suplementagdo é fornecida através de enzimas dadas na forma de cépsulas de gelatina,
contendo microesferas com protecdo acido-resistente. A ativacdo da enzima sé é alcancada
em pH mais alcalino (BOROWITZ et al.; 1995; RIBEIRO et al., 2002; CARDOSO et al.,
2007).

O manejo do paciente portador de FC demanda equipe multidisciplinar, deve ser
individualizado e adaptado a cada paciente, abrangendo todos os aspectos da doenca. E
crucial que o paciente tenha adesdo ao tratamento. Em estudo transversal de Dalcin et al.
(2009), com pacientes portadores de FC maiores de 16 anos identificou que a percepcdo da
gravidade da doenca pelos pacientes, ndo se relaciona com o grau de adesdo ao tratamento
convencional.

O estado funcional pancreético é um forte preditor de desfecho clinico a longo prazo e
tém um impacto direto sobre o estado nutricional (BOROWITZ et al., 2002; SINAASAPPEL
et al., 2002).

Ha& multiplos fatores interrelacionados que afetam a nutricdo do paciente com FC, tais
como: mutacao genética, insuficiéncia pancreatica, resseccao intestinal, perda de sais e acidos

biliares, refluxo gastroesofagico, inflamacao e infeccOes, diabetes e condigdes emocionais.
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Segundo Castro et al. (2003), muitas criangcas com FC tém um estado nutricional adequado
que se agrava lentamente. Isto ocorre, sobretudo, em processos infecciosos, quando o paciente
tem periodos de ingestdo calorica deficiente e com episodios de gasto energéticos elevado.

Por definicdo, os pacientes com IP apresentam absorc¢do alterada de gorduras, proteinas
e outros nutrientes (BOROWITZ et al., 2002; SINAASAPPEL et al., 2002). A ma absorcao
de gordura tanto quanto a de nitrogénio pode ser grave quando nao for instituido o tratamento
com as enzimas pancreaticas. Embora os sintomas parecam ser controlados pelo tratamento
com as enzimas pancreaticas, muitos pacientes ainda apresentam grau significativo de ma
absorcéo de gordura (LITTLEWOOD, 1995). Littlewood et al. (2006), sugerem que criangas
e adolescentes com inadequado ganho de peso e de crescimento, embora com o0 apetite
preservado, apresentam ma absorc¢éo intestinal.

Concorda-se com Castro et al. (2003), quando dizem que a manutengdo do estado
nutricional adequado é um dos pilares do tratamento do paciente com FC, o que é
imprescindivel para a evolucdo satisfatoria do paciente, repercutindo em sua qualidade de

vida e sobrevida.

13 ALTERACOES PANCREATICAS

A insuficiéncia pancreéatica exocrina (IP) é a mais significativa manifestacdo digestiva
da FC (GULLO et al., 1977). Esta presente em cerca de 75% dos portadores de FC ao
nascimento, em 80%-85%, até o final do primeiro ano e em 90%, na idade adulta (EVANS et
al., 2001). E aceito que dentre as diversas manifestacdes da FC, o fenétipo pancreatico é o
que melhor se relaciona ao genotipo, como atestam os estudos (KEREM et al., 1990;

ZIELENSKI, 2000). O fendtipo clinico que inclui a IP, do ponto de vista digestivo, esta
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associado a alelos mutantes cuja expressao completa da proteina CFTR estd abolida
(DORFMAN & ZIELENSKI, 2006).

A exemplo do que acontece no comprometimento pulmonar, a perda da funcdo exocrina
do péncreas resulta da obstrucdo dos ductos intrapancredticos por secrecdo mucosa,
impedindo a liberacdo de enzimas para o duodeno. H& ma digestdo e mé absorcdo de
gorduras, proteinas e em menor extensdo de hidratos de carbono. As fezes sdo esteatorréicas,
volumosas, pélidas e de odor caracteristico (PARK & GRAND, 1991). Segundo Castro et al.
(2003), o acometimento do pancreas tem inicio na vida fetal, entre a 28?2 e a 322 semana de
gestacdo, havendo alteracdo do desenvolvimento acinar. A lesdo mais precoce € a dilatacdo
dos condutos intralobulares, obstruidos por secrecdo mucosa. Desde o0 nascimento pode-se
observar um grau leve de atrofia acinar e a atrofia do 6rgdo, provavelmente devido a liberacéo
das enzimas proteoliticas. H4& um processo inflamatério crénico que culmina com a
substituicdo do parénquima pancreatico normal por fibrose. A secrecdo pancreatica produzida
tem um volume inferior ao fisioldgico e qualitativamente é pobre tanto em pancreatina quanto
em bicarbonato (CAMPOS et al., 1993; SINAASAPPEL et al., 2002). Neste estagio
avancado, encontram-se formacdo de cistos, calcificagdes, infiltragcdo gordurosa, podendo
ocorrer atresia e/ou estenose de grandes ductos pancreaticos (GASKIN et al., 1982). A
deficiéncia de enzimas pancredticas € o mais importante, mas ndo o Unico fator responsavel
pela m& absor¢do em pacientes com FC (ZENTLER, 1989). A baixa concentracdo de
bicarbonato de sddio no suco pancredtico faz com que o pH do duodeno seja acido,
contribuindo para a mé absorcao de nutrientes (SINAASAPPEL et al., 2002).

A impactacdo do meconio anormalmente espesso pode estar presente na 17° semana de
gestacdo, sendo o ileo meconial a manifestacdo mais precoce da enfermidade. Afeta 5-10%

dos recém-nascidos com FC (RAMIREZ et al., 1998).
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O reconhecimento da IP é altamente pertinente para evitar a desnutricdo (DORING et
al.; 2007). De acordo com Borowitz (2005), os sinais e sintomas de ma digestdo alimentar
somente se tornardo evidentes ap0s o0 pancreas perder 98%-99% de sua capacidade de excretar
enzimas digestivas.

Os pacientes com FC considerados IP, necessitam receber diariamente suplementacao
regular das enzimas pancredticas. Recomenda-se que sejam administradas em todas as
refeicOes e lanches, para os pacientes obterem melhor aproveitamento da terapia de reposi¢éo
enziméatica. As enzimas pancredticas sdo preparagdes de microesferas recobertas, acido-
resistentes e concentragGes variadas por capsulas. Por serem recobertas, evitam a inativacdo
das enzimas pela secrecéo cloridropéptica do estbmago, melhorando a absorgdo e a digestdo
dos alimentos, dos acidos biliares e das vitaminas lipossoluveis.

Considerando que, de acordo com a literatura, aproximadamente 15% dos pacientes
com FC sdo SP, a avaliacdo da funcdo pancredtica exdcrina € um procedimento obrigatério,
visando determinar a necessidade de suplementos enziméaticos (WEINTRAUB et al., 2009;
COHEN et al., 2005; LEUS et al., 2000; DAFTARY et al., 2006).

O Diabetes Melito relacionado a Fibrose Cistica (DRFC) é uma importante complicacdo
que é causada principalmente por insulinopenia. Entretanto a resisténcia insulinica também
esta presente. Pacientes do sexo feminino, homozigotos para AF508, e portadores de IP tém
maior risco de desenvolver esta complicacdo. A fungdo pulmonar tem o declinio mais
acelerado nos pacientes intolerantes a glicose, do que naqueles com metabolismo glicémico
normal. A diminui¢do da sobrevida e 0 aumento das morbidades e mortalidade fazem com
que o diagnostico precoce seja fundamental (ALVES et al., 2007).

A prevaléncia do DRFC aumenta acentuadamente com a idade e ocorre apenas em
pacientes com disfuncdo pancreéatica exocrina (KEREM et al., 2005). Segundo Costa et al.

(2005), a mediana da idade de inicio dos DRFC esta proxima aos 20 anos.
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1.4 AVALIACAO DA INSUFICIENCIA PANCREATICA EXOCRINA

Os principais testes desenvolvidos para estimativa de funcdo pancredtica exocrina
relacionam-se a medida de enzimas pancreéticas secretadas e bicarbonato (testes diretos) ou a
avaliacdo dos efeitos secundarios a deficiéncia dessas enzimas (testes indiretos). Mais de
vinte diferentes testes foram descritos, mas poucos sdo clinicamente disponiveis (KELLER et
al., 2009).

No Quadro 3 estéo listados alguns desses testes, 0s quais serdo brevemente discutidos a

sequir.
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TESTE

TIPO DE TESTE

VANTAGENS

LIMITACOES

Secretina-
pancreozimina

Direto

Exame direto para verificar
fungéo pancredtica
Padrdo aureo

Exame invasivo, necessidade de
interrupcdo do uso de enzimas
pancreaticas

Custo elevado, laborioso

Proteina
associada a
pancreatite

Indireto/ sangue

Poderé ser utilizado como
triagem neonatal para
pacientes com FC

Método util quando combinado
com outros testes (Tripsina
Imunorreativa e analise genética)

Triglicerideos

Indireto/ sangue

Quantificacdo no plasma do
aumento dos trigliceridios
apos refeicdo

Influenciado por inimeros fatores

Tripsina
imunorretaiva

Indireto/ sangue

Amostra de sangue
recolhida em papel filtro
para teste do pezinho

Apenas avalia a integridade da
funcgéo pancreatica

PABA Indireto /Urina Exame ndo invasivo Necessita um marcador entre a
primeira urina e 6 horas apds a
ingestdo de PABA

Teste com Indireto/respiratério | Exame ndo invasivo Baixa sensibilidade para IP leve

isdtopos Radioatividade torna o teste pouco
realizado em criancgas

Lipase Indireto/fezes Exame ndo invasivo Discrepancia nos resultados pela

imunoreativa
fecal

Sensibilidade: 87%
Especificidade: 97%
N4o é necessario
interromper as enzimas
pancreaticas

utilizacdo de diferentes métodos

Esteatocrito

Indireto/fezes

Exame ndo invasivo

Variabilidade nos resultados

Dosagem de
gordura fecal-
Van de Kamer

Indireto/fezes

Exame nao invasivo

Coleta de totalidade das fezes por
72h

Coef. de gordura
fecal

Indireto/fezes

Exame nao invasivo

Coleta de fezes por 72 h

Podera haver erros no recordatorio
alimentar

Necessita marcador entre a
primeira e Gltima amostra de fezes

Microscopio de
gordura nas
fezes

Indireto/fezes

Exame ndo invasivo

Baixa sensibilidade e
especificidade

Quimiotripsina
fecal

Indireto/fezes

Exame ndo invasivo

Sensibilidade: 64%
Necessidade de interrupcdo do
uso de enzimas pancreaticas

Elastase-1 Fecal

Indireto/fezes

Exame ndo invasivo
Facil coleta

N&o degrada no transito
intestinal

Estavel a temperatura
ambiente

N&o é necessario
interromper as enzimas
pancreaticas
Sensibilidade: 96%
Especificidade: 100%

E degradada em presenca de leséo
e flora intestinal alterada
Avalia apenas IP end6gena

Quadro 3 - Principais testes utilizados na avaliagdo pancreéatica exdcrina
Fonte: Adaptado de Leus et al. (2000).
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Teste da secretina pancreozimina: teste padrdo aureo para quantificar a funcgédo
pancreatica exdcrina. O estudo direto é dificil, pois € necessario utilizar técnica invasiva para
analisar o pH das concentragdes de bicarbonato e enzimas pancreaticas no suco duodenal. As
informacdes trazidas sdo completas, mas o teste é incobmodo, invasivo e de alto custo.

Teste da Proteina associada a pancreatite: € uma proteina sintetizada ap6s o
acometimento do pancreas. Pode j& estar presente no sangue das criangas com FC desde o
nascimento. De acordo com Leus et al. (2000), é um teste Gtil, quando combinado com outros
testes como tripsina imunorreativa ou andlise genética.

Triglicérides: a dosagem de triglicerideos deve ser feita 2 horas apds uma refeicéo rica
em gordura. E um indicador ruim para funco pancreatica, pois é influenciado por diversos
fatores.

Tripsina imunorreativa (TIR): teste usado na triagem neonatal para FC, porque 0s
niveis de TIR sdo elevados na infancia. De acordo com Weintraub et al. (2009), os niveis
caem apds 1 ano; depois de 7 anos de idade os niveis estdo reduzidos al em pacientes IP. Em
pacientes SP ndo h& declinio relativo a idade nos niveis de TIR, e a rotina de utilizagdo nos
pacientes SP nédo foi recomendada. O teste pode ser realizado com amostra de sangue coletada
sobre papel filtro, como na coleta para teste do pezinho.

Teste &cido N-benzoil-L-tirosil p-aminobenzéico (PABA): este teste usa um tripeptideo
sintético. E desdobrado pela quimiotripsina na luz intestinal e liberado o PABA. O &cido N-
benzoil-L-tirosil p-aminobenzoico € liberado, absorvido, conjugado no figado e eliminado na
urina. Os resultados sdo dados como percentual da dose ingerida. Os valores inferiores a 50%
indicam IP.

Teste com isOtopos: varios testes de respiracdo tém sido investigados para medir
digestdo de gordura, utilizando triglicerideos marcados com 14 Carbono ou 13 Carbono. A

radioatividade torna o teste pouco utilizado em criancas.
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Lipase imunorreativa: método que utiliza pequenas amostras de fezes (de 3-5 g),
suspensas em NaCl 0,9% e filtradas. Munch et al. (1998) realizou estudos em pacientes
pediatricos de diferentes idades e estabeleceu os valores de lipase. De acordo com o0s autores,
este teste tem sensibilidade de 87% e especificidade de 97% para detectar IP e ndo é afetado
pela terapia de reposicao enzimatica.

Esteatdcrito: método Util na monitorizagdo da ma absor¢do de gordura. Consiste na
homogeinizacdo de uma amostra de fezes, colocadas no tubo de hematdcrito - o conteido de
gordura é expresso como porcentagem. Este teste foi melhorado pela acidificacdo das fezes
com &cido percloric, que possibilita uma melhor extracdo da gordura. A variabilidade dos
resultados esté relacionada as mudancas diérias na eliminacéo de gordura.

Dosagem da gordura fecal - Van de Kamer: a quantificagdo de gordura nas fezes de 72
horas, pelo método de Van de Kamer, € um dos testes mais utilizados para o diagnostico de
ma absorcdo de gordura. Em criancas a excre¢do fecal de gordura superior 3,5-4 ¢ é
considerada esteatorreia. Quando se utiliza este método o paciente deve receber uma
quantidade estavel de gordura durante a coleta das fezes, que deve ser recolhida na sua
totalidade. Este método ndo avalia TCM, quando se torna necessario uma modificacdo na
técnica de extracao.

Coeficiente de absorcao de gordura(CAG): excrecdo de gordura fecal expressa como
absorcao de gordura fecal. E um método que avalia a relagdo entre uma quantidade de gordura
ingerida (minimo de 5 g/kg/ dia em lactentes, 40-50 g/dia em escolares e 70-80 g/dia em
criangas maiores) e a quantidade de gordura excretada. Tem o inconveniente de coleta durante
72 horas. Para comparar o periodo da dieta com as fezes coletadas é utilizado um marcador. A
coleta de fezes é feita pela primeira amostra com coloracdo até a ultima amostra antes do
segundo marcador. O marcador ndo é toxico, ndo € absorvido e é facilmente reconhecido nas

fezes. Valores de referéncia do CAG: 60-75% em prematuros, 80-85% em criancas até 6
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meses, 85-95% em criancas até 3 anos e > 95% em crian¢as maiores 3 anos (ANDERSON et
al., 1987).

Exame microscopia de fezes: estudo microscépico das fezes que pode ser feito com
uma amostra isolada. Permite observar gotas de gordura e cristais de &cido graxos. E um
meétodo de baixa sensibilidade e especificidade.

Quimiotripsina fecal: ndo pode ser usado nos pacientes em terapia de reposicéo
enzimatica. E necessario avaliar diferentes amostras de fezes devido & variagéo de resultados.
A sensibilidade do método é de apenas 64% e especificidade de 89% (LEUS et al., 2000).

O coeficiente de gordura fecal é considerado por alguns como teste padréo para IP.
Esse, como ja previamente descrito, ¢ um método dificil e pouco exequivel com a
desvantagem de ndo refletir diretamente na funcdo pancreédtica (BOROWITZ et al., 2007).
Recentemente um teste mais simples e mais especifico encontra-se disponivel: Teste da

ELASTASE-1 fecal.

1.5 ELASTASE-1 FECAL

A Elastase pancreatica humana 1 (EL-1) foi inicialmente isolada por Mallory e Travis
em 1975 e foi originalmente denominada protease E (MALLORY & TRAVIS, 1975). Um
ano mais tarde, Largman e cols. (1996) isolaram Elastases 1 e 2. A Elastase pancreéatica 1 é
uma protease digestiva humana especifica, sintetizada nas células acinares e secretada no
duodeno, atraves do ducto pancreético. A Elastase-1 é sintetizada como zimogénio e a enzima
madura tem peso molecular de 28 kDa (PHILLIPS et al., 1999).

Em situagdes fisiologicas, a concentragdo da EL-1 no suco pancreatico se situa entre
170 e 360ug/ml, correspondendo a cerca de 6% das enzimas secretadas pelo pancreas.

Durante o transito intestinal a EL-1 liga-se principalmente a sais biliares e, em contraste com
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outras enzimas pancredticas, ndo é degradada durante a passagem pelo intestino. A
concentracdo nas fezes € cerca de cinco a seis vezes aquela do suco pancreatico (LOSER et
al., 1996; AMANQUASH et al., 2004).

O pancreas normalmente secreta a Elastase, juntamente com mais 20 outras enzimas
digestivas (BOROWITZ, 2005). A medida desta enzima € feita através de teste ELISA
(Enzime-Linked Immunosorbent Assay), que tem ampla aceitacdo em laboratérios clinicos
(DAFTARY et al., 2006). Varios autores consideram a EL-1 fecal mais sensivel e especifica
do que outros testes de uso corrente na detecgdo de insuficiéncia pancreéatica exdcrina (CADE
et al., 2000; DOMINICI & FRANZINI, 2002). O teste ELISA utiliza dois anticorpos
monoclonais obrigatorios, especificamente para diferentes epitopos na Elastase -1 humana
(KATSCHINSKI et al., 1997). Sdo inumeras vantagens da medida desta enzima em relacéo
aos outros exames indiretos para afericio da funcio pancreatica exdcrina. E estavel em uma
ampla gama de pH e temperatura; as fezes podem ser recolhidas e transportadas sem
preparacdo especial (COHEN et al.,, 2005; BOROWITZ et al., 2007) e podem ser
armazenadas por até uma semana em temperatura ambiente, durante um més em temperatura
de 4 graus celsius e a -22 graus celsius por periodos mais prolongados (LOSER et al., 1996).
O exame pode ter utilidade também para rastreamento precoce da conversdo de um paciente
suficiente pancreatico para uma situagdo de insuficiéncia. Esse monitoramento pode ser feito
anualmente, uma vez que o aparecimento de ma absorcdo é precedido por declinio na
concentracdo de EL-1 fecal (BOROWITZ et al., 2000; CADE et al., 2000; MEYTS et al.,
2002; WALKOWIAK et al., 2003; WALKOWIAK et al., 2008). O teste também serve para
identificar capacidade residual do estado pancreatico (COHEN et al., 2005).

Estudos de Loser et al. (1996); Soldan et al. (1997); Beharry et al. (2002); Walkowiak
et al. (2002) mostraram sensibilidade de 90-100% e especificidade de 93%-100%.

Considerando que o anticorpo monoclonal contra a Elastase humana néo reage com a Elastase
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suina, ou seja, é especie-especifica, assim o teste pode ser feito enquanto os doentes estdo
fazendo a terapia de reposicdo enzimatica (BEHARRY et al., 2002; COHEN et al., 2005;
BOROWITZ et al., 2007; SCHNEIDER et al., 2005).

De acordo com Cade et al. (2000), devido ao fato de que os niveis de EL-1 fecal sdo
muito baixos nas duas primeiras semanas de vida, tanto em criangas prematuras quanto em
criancas a termo, normalizando-se somente a partir da segunda semana, 0 exame ndo tem
utilidade como triagem neonatal. No entanto valores persistentemente baixos apds a quarta
semana de vida sugerem a presenca de FC, embora outras causas mais raras de IP devam
sempre ser descartadas.

Em 2000, Walkowiak considerou concentragdes de EL < 50 pg/g como sugestivo de IP
independente da causa. Dois anos ap6s, Walkowiak e cols. sugeriram outros valores entre 160
pg/g e 200 pg/g, mas a grande maioria dos autores utiliza, como ponto de corte para IP, 200
Hg/g (LOSER et al., 1996; SOLDAN et al., 1997; CADE et al., 2000; MEYTS et al., 2002;
WALKOWIAK et al., 2005).

Existem dois tipos de testes para detectar a EL-1 fecal: 0 monoclonal e o policlonal. O
teste monoclonal utiliza dois anticorpos monoclonais especificos contra Elastase 1 humana e a
terapia de reposicdo enzimatica ndo precisa ser interrompida (NARUSE et al., 2006). Ja o
teste policlonal utiliza quatro diferentes anticorpos policlonais e, nessa circunstancia, a terapia
de reposicdo enzimatica devera ser interrompida para evitar reacdo cruzada com as enzimas
suinas (BOROWITZ et al., 2007). O mesmo autor demonstrou, em seu estudo de comparacgao
entre os testes, que o anticorpo policlonal apresenta valores médios mais altos que o

monoclonal, resultando em menor sensibilidade.
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2 JUSTIFICATIVA

Ha consenso sobre a importancia da correta classificagdo do estado funcional
pancreatico para o prognostico clinico do paciente portador de FC. Existem trés principais
fenotipos descritos: a insuficiéncia pancreatica, a suficiéncia pancreatica e o que transita entre
0 estado de suficiéncia para o estado de insuficiéncia.

Ao se admitir um paciente com IP, também se admite a prescricdo ininterrupta da
terapia de reposicdo enzimatica. Sendo assim, € desejavel que este diagndstico seja o mais
objetivo possivel.

Na literatura ha um grande numero de testes de avaliacdo de funcdo pancreética
exocrina, a maioria das quais, de utilizacdo limitada pelo alto custo e pela baixa
disponibilidade.

A medida da EL-1 fecal tem se mostrado promissora com uma sensibilidade de 90-
100% e uma especificidade de 93%-100%. A padronizacdo do teste Elastase monoclonal no
centro de referéncia de FC do HCPA devera contribuir para avaliacdo da funcdo pancreatica

dos pacientes com FC.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

Avaliar a EL -1 fecal em pacientes com Fibrose Cistica, portadores da mutagao AF508,
em acompanhamento no setor de Pneumologia Pediatrica do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Padronizar o teste Elastase-1 fecal através da técnica ELISA MONOCLONAL.

v' Comparar os valores de Elastase-1 fecal em pacientes com FC, portadores de
mutagdo AF508, com 0s pacientes sem a mutacéo.

v" Estudar as relagdes entre os valores da Elastase-1 fecal com sexo, idade e o estado

nutricional.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 DELINEAMENTO

Foi realizado um estudo transversal prospectivo, considerando-se como o fator em
estudo a mutacdo AF508. Os desfechos analisados foram: insuficiéncia pancreéatica exocrina e

sua intensidade definida pela atividade da EL-1 fecal < 200ug/g.

4.2 POPULACAO

Foram estudados pacientes com Fibrose Cistica, de ambos os sexos, com idade entre 1
més e 18 anos, em acompanhamento no setor de Pneumologia Pediatrica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. A amostra foi de forma consecutiva ,sendo que 0s pacientes a serem
estudados foram divididos em 3 grupos:

» Grupo 1: pacientes homozigotos para mutagao AF508.
» Grupo 2: pacientes heterozigotos para mutagao AF508.

» Grupo 3: pacientes com auséncia da mutagao AF508.

4.3 AMOSTRA

4.3.1 Calculo do tamanho da amostra

Para detectar uma diferenca de 1 desvio-padréo entre os niveis de EL-1 fecal nos 3

grupos de pacientes a serem estudados, considerando 0=0,05, poder de 80%, foi estabelecido

um namero minimo de 17 pacientes em cada grupo.



36

4.3.2 Critérios de incluséo

Os critérios de elegibilidade para o estudo foram os seguintes:

a) Pacientes portadores de FC de ambos 0s sexos, com idade entre um més e 18 anos,
em acompanhamento no setor de pneumologia pediatrica do HCPA.

b) Presenca de Fibrose Cistica, com diagnostico confirmado através de dois testes de
dosagem de sddio e cloreto no suor ou pela presenca ou auséncia da mutagdo AF508,

associada ao diagnostico clinico.

4.3.3 Critérios de exclusado

v Medicamentos em uso para regularizacdo do habito intestinal.

v" Presenca de enterostomia/colostomia.

v" Ndo assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

v' Fezes liquidas, trés ou mais vezes ao dia, nas duas semanas precedentes ao

exame.

4.4 METODOS

Os dados foram coletados durante a internacdo e ou acompanhamento ambulatorial de
rotina dos pacientes com FC. A rotina de seguimento no ambulatorio de Pneumologia
Pediatrica do HCPA, que inclui consultas com a equipe medica a cada dois meses, e check-up
anual, que inclui exames complementares. Para a realizacdo deste estudo, os pacientes que

frequentam o ambulatério foram convidados por ocasido do check-up anual. Os dados
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demogréaficos foram obtidos do prontuério, incluindo os resultados dos exames laboratoriais.
A dose de suplemento pancreatico foi informada pelos responsaveis do paciente. Os dados
antropométricos foram coletados na internacdo e durante o check-up no ambulatério. Os
pacientes foram pesados e medidos pela equipe de salde e apds realizada a avaliacdo
antropométrica. Ap6s a obtencdo do consentimento de participagdo no estudo pelos

responsaveis, foi entregue o frasco para a coleta de fezes.

4.4.1 ldentificacdo das mutacoes

A andlise da mutacdo para FC foi realizada no Servico de Genética Médica do HCPA,
onde foi realizada a pesquisa das seguintes mutagdes AF508, G542X, R553X, G551D,
N1303K. Foi utilizado método de sequenciamento de DNA ou PCR em tempo real (método
padronizado no servico de Genética do HCPA).

Os pacientes foram classificados como homozigotos para AF508 (Grupo 1),

heterozigotos para AF508 (Grupo 2) e auséncia de AF508 (Grupo 3).

4.4.2 Antropometria

Os métodos de avaliacdo para as medidas realizadas foram os seguintes:

* Peso - A pesagem dos pacientes acima de 15 Kg foi realizada em balanca eletronica
Filizola®, com carga maxima de 150 Kg, com variacdo do peso medido de 50 g. Os
pacientes foram pesados somente de avental padronizado pelo hospital. Com o0s
pacientes com pesagem menor de 15 kg, foi utilizada balanca pediatrica Filizola®,

com variacgdo do peso medido de 5 g.
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« Estatura/comprimento - Para a medicdo da estatura foi utilizado um estadiémetro
fixo na parede, com lamina horizontal mével e graduacdo em centimetros, com menor
divisdo em milimetros.

A medida do comprimento foi realizada do topo da cabeca ao calcanhar, com a crianga
deitada em uma prancha, com lamina de madeira fixa de um lado e movel do outro (topo da
cabeca na parte fixa), sendo a parte movel colocada de modo a ficar paralela aos pés da
crianga.

Foi utilizado para coleta de dados uma ficha (Anexo A), onde constavam: nome, data de
nascimento, n® prontudrio, idade, sexo, médias de dia da internacdo hospitalar, data da coleta e
do armazenamento das fezes, mutacdo, suplementacdo pancredtica, motivo da internacéo,
peso, estatura ou comprimento e avaliacdo nutricional. A idade foi avaliada em anos. Os
meses foram transformados para anos através de regra de trés, ou seja, um més corresponde a
1/12 anos e assim sucessivamente.

A partir da coleta de dados de peso, estatura e idade, foi avaliado o percentil do indice
de Massa Corporal (IMC = peso/estatura®) para sexo e idade, utilizando como padréo de
referéncia o das curvas de crescimento do CDC/NCHS (2000), que avalia criangas e
adolescentes dois a 20 anos de idade; para criangas com idade menor de dois anos, utilizou-se
percentil de Peso para Estatura (P/E) CDC/NCHS (2000), conforme recomendagdo do
Consenso Norte-Americano de Fibrose Cistica (BOROWITZ et al., 2002). A classificacdo do
estado nutricional dos pacientes foi feita através dos percentis de IMC e percentis de P/E

conforme Tabela 1.
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Tabela 1 - Critérios para definicao do estado nutricional em pacientes com Fibrose Cistica

Percentis de Peso-estatura | Percentis de IMC

< 2 anos > 2 anos Classifica¢do do estado nutricional
>25 >25 Eutrofico

10 -25 10 -25 Risco nutricional

<10 <10 Tratar como desnutri¢do

Fonte: Borowitz et al. (2002); Consensus Report on Nutrition for Pediatric Patients With Cystic Fibrosis

4.4.3 Concentracdo da Elastase-1 fecal

As fezes coletadas foram armazenadas no Laboratério Experimental de
Gastroenterologia e Hepatologia do HCPA, em geladeira, na temperatura -20 graus celsius até
a realizacdo dos testes. Conforme orientacdo do fabricante (ScheBo Biotech AG, Germany), o
meterial pode ser armazenado até 1 ano.

Foi feita a quantificacdo da Elastase -1 Fecal, utilizando-se 0 método ELISA sandwich
monoclonal, que usa dois anticorpos monoclonais contra diferentes epitopos da Elastase
pancredtica humana. Usou-se como ponto de corte, o valor 200ug/g, classificando como
suficientes pancreaticos para pacientes cujos valores estavam acima de 200ug/g e
insuficientes pancreéticos, abaixo de 200ug/g da Elastase. Foram considerados valores entre
100 ug/g -200 pg/g IP moderada e valores abaixo 100 pg/g IP grave, conforme orientacéo do
fabricante. Foram analisadas 81 amostras de fezes de 51 pacientes. Trinta aliquotas foram

duplicadas de 10 pacientes de cada grupo.

4.4.4 Protocolo do teste ELISA
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Protocolo do teste ELISA sandwich pelo fabricante - SCHEBO-BIOTECH-
Germany/2008:
1) Preparacéo da amostra, do tampé&o de lavagem e do tampao de extracéo.
2) Separacdo de uma pequena porcao das fezes homogeneizadas (10 mg fezes/ml de
tampéo).
3) Diluigéo do extrato de fezes na amostra.
4) Pipetagem de 50pl de brancos, padroes controles e amostra em duplicatas nas tiras de
Elisa.
5) Incubagdo em 30 minutos em temperatura ambiente.
6) Lavagem. Depois se adicionou 50 pl de anti Elastase-1 - complexo streptavidina
pronto para uso.
7) Incubagéo em 15 minutos em temperatura ambiente e no escuro.
8) Lavagem. Adicionou-se 100 pl de substrato pronto para o uso.
9) Incubagdo em 15 minutos em temperatura ambiente e no escuro.
10) Adicionou-se 100 pl de solucédo de parada.
11) Leitura da placa no comprimento de onda 450nm.

12) Avaliagdo com curva padrdo, usando uma escala de logaritmo duplo.
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4.5 LOGISTICA

SELECAO DO PACIENTE

4

APLICAGAO DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

J

CONCORDANCIA

J

COLETA DE DADOS CLINICO-DEMOGRAFICO E
TIPO DE MUTACAO

U

ANTROPOMETRIA

vV
COLETA DE AMOSTRA FECAL

AV
ARMAZENAMENTO —20°C

J

DETERMINAGCAO DA ELASTASE-1 FECAL
(ELISA MONOCLONAL)

Figura 2 - Fluxograma para selecdo dos pacientes

4.6 ANALISE ESTATISTICA

As varidveis quantitativas (concentracdo da Elastase, dose enzima, idade, PIMC, PP/E,

dias de internacdo) foram descritas através da média e desvio padrao (distribuicdo simétrica)
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ou mediana e amplitude de variacdo/amplitude interquartilica (distribuicdo assimétrica). As
variaveis qualitativas (sexo, mutacdo AF508, estado nutricional) foram descritas através de
frequéncias absolutas e relativas.

Para avaliar a associacdo entre as varidveis qualitativas, o teste qui-quadrado de Pearson
ou Exato de Fisher foram aplicados. Foi utilizado o teste de Mann-Whitney para as variaveis
quantitativas continuas em relacdo a insuficiéncia pancreética. O teste de Kruskal-Wallis foi
aplicado para o estado nutricional.

O nivel de significancia adotado foi de 5% e as analises foram realizadas no programa

SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versao 13.0.

4.7 CONSIDERACOES ETICAS

Durante o estudo ndo houve interferéncia quanto a admissdo dos pacientes, manejo
terapéutico e/ou permanéncia hospitalar. Para participar do estudo, todos assinaram o Termo
de Consentimento Informado Livre e Esclarecido (Apéndice A).

O projeto de pesquisa elaborado para o desenvolvimento deste estudo foi aprovado pela
Comisséo de Pesquisa e Etica em Satide do Grupo de Pesquisa e P6s-Graduagdo do Hospital

de Clinicas de Porto Alegre, conforme consta na Resolucdo do Projeto nimero 06-368.
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5 RESULTADOS

Cinquenta e um pacientes com diagnostico de Fibrose Cistica, acompanhados na
internacdo e no ambulatério de Pneumologia Pediatrica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, no periodo de setembro 2007 a novembro 2008, participaram do estudo.
Representavam aproximadamente 34% dos pacientes acompanhados pelo setor. .Oitenta
pacientes foram selecionados e 29 excluidos pelos seguintes motivos: um recusou-se a
participar do estudo, 11 ndo entregaram a amostra de fezes, seis estavam com fezes liquidas e
11 nao foram genotipados

A amostra foi constituida por trés grupos: G1 = 17 pacientes homozigotos para
mutacdo AF508; G2 = 17 pacientes heterozigotos para mutagao AF508; G3 = 17 pacientes
com auséncia da mutagdao AF508

Houve predominancia de 62,7% (n=32) do sexo masculino. A idade dos pacientes
variou entre 4 meses e 17 anos, com média de idade de 9,11 anos (£4,74 anos).

Os pacientes internados representaram 88,2% (45/51) da amostra estudada, enquanto
11,7% (6/51) eram ambulatoriais. Os motivos da internagdo foram: check-up anual de rotina
(25/51:55,5%); exacerbacdo pulmonar (10/51:22,2%); febre (6/51:13,3%); baixo peso
(3/51:6,7%); crise de asma (1/51:2,2%). A mediana de dias de internagéo foi 19, variando de
11 a 65 dias.

Oitenta de dois por cento dos pacientes eram procedentes do interior do Rio Grande do
Sul e grande Porto Alegre; 12% eram moradores de Porto Alegre e seis por cento procedentes
de outros estados.

A terapia de reposigdo enzimatica foi instituida de 46 (90,2%) pacientes. De acordo com
informagdes dos responsaveis, a mediana de utilizagdo da enzima administrada foi de 5346,88
unidades de lipase por kg/dia (510 -15652). Quatro pacientes (7,8%) recebiam enzima acima

de 10.000 unidades de lipase/kg/dia (Figura 3). Entre os diferentes grupos de pacientes ndo



45

houve diferenca significativa na dose de enzima por kg/dia (teste de Kruskal-Wallis; p =

0,457).

51 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E CLINICAS DA AMOSTRA

A tabela 2 descreve as caracteristicas demogréaficas e clinicas da amostra estudada.

Tabela 2 - Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes avaliados

Variaveis n=51
Sexo — n(%)

Masculino 32 (62,7)
Feminino 19 (37,3)
Etnia

Caucas0ides 51 (100)
Idade (anos) — Média £ DP 9,11+4,74
Homozigotos AF508 (grupo 1) 9,10+4,82
Heterozigoto AF508 (grupo 2) 8,7215,32
Auséncia AF508 (grupo 3) 9,52+4,28
Origem do paciente — n(%)

Internacao 45 (88,2)
Ambulatério 6 (11,8)
Motivo da internacdo — n(%)

Check-up de rotina 25 (55,6)
Exacerbacéo pulmonar 10 (22,2)
Febre 6 (13,3)
Baixo peso 3(6,7)
Asma 1(2,2)
Dias de internacdo — Mediana (Min. — Méx.) 19 (11 - 65)
Suplementacdo Enzimética — n(%) 46 (90,2)

Percentil P/E** - Mediana (P25 — P75)
Percentil IMC* - Mediana (P25 — P75)

38,6 (4,4 — 69,4)
30,6 (13,8 — 69,0)

* somente para as criangas acima de 2 anos (n=44) ** somente para as criangas abaixo de 2 anos (n=7)
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Figura 3 - Gréfico DOT PLOT: quantidade (u) de lipase kg/dia em pacientes com concentragdo de EL-1 fecal
<100ug/g e > 200ug/g

5.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DA ELASTASE-1 FECAL

Houve 10/51 (19,6%) pacientes com concentracdes de Elastase-1 fecal acima de
200ug/g, sendo considerados suficientes pancreaticos (SP). Em 41/51 (80,4%), o teste de
Elastase apresentou valores abaixo de 100ug/g e os pacientes foram considerados
insuficientes pancreaticos (IP). Ndo houve pacientes com valores de Elastase entre 100ug/g e

200ug/g (Figura 4).
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Figura 4 - Valores da Elastase fecal categorizados em trés faixas na populacéo em estudo

Em relacdo aos pacientes com suficiéncia pancreatica, 3/10 (30%) eram heterozigotos
para AF508 e 7/10 (70%) pacientes ndo apresentavam a mutagdo AF508, seja em homozigose
ou heterozigose. No que se refere a amostra de pacientes com IP, 17/41 (41,5%) eram
homozigotos para a mutagdo AF508, 14/41 (34,1%) eram heterozigotos para AF508 e 10/41
pacientes (24,4%) ndo apresentavam a mutacao AF508.

Houve associagdo estatisticamente significativa entre a mutagdo AF508 e a
concentracdo da EL-1 fecal < 100ug/g (Tabela 3). Todos os homozigotos para AF508 (17/17)
apresentaram insuficiéncia pancreética intensa. O grupo heterozigoto para AF508 apresentou
proporgdes semelhantes de concentragdes de Elastase.

Como pode ser observado na Tabela 3, todos os pacientes com concentracdo de EL-1
fecal < 100ug/g utilizavam enzimas. Dos 10 pacientes considerados suficientes pelo teste de

Elastase, 5 (50%) faziam terapia de reposicdo enzimatica (Tabela 3).



Tabela 3 - Relagdo entre idade, sexo, mutagdo AF508 e uso de enzimas com a concentragdo da Elastase

Insuficiéncia Pancreatica

Variaveis Intensa Moderada Ausente P
(EL<100 pg/g) (100<EL<200 pg/) (EL>200 ug/g)
n=41 n=0 n=10
n (%) n (%) n (%)
Sexo
Masculino 26 (63,4) 6 (60,0) 1,000*
Feminino 15 (36,6) 4 (40,0)
Faixa etéria
< 2 anos 5(12,2) 2 (20,0) 0,474**
2 —9anos 15 (36,6) 5 (50,0)
10 - 17 anos 21 (51,2) 3(30,0)
Mutacdo
Homozigoto p/ AF508 17 (41,5) 0(0,0) 0,010**
Heterozigoto p/ AF508 14 (34,1) 3 (30,0)
Auséncia de AF508 10 (24,4) 7 (70,0)
Terapia de reposicao
enzimatica
Sim 41 (100,0) 5 (50,0) 0,001*
Né&o 0 (0,0) 5 (50,0)
Lipase unid. Kg/dia — 5427,1 3381,1 0,280***

Mediana (Min. — Max.)

(510 — 15652)

(2520 — 4932,0)
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* teste Exato de Fisher ** teste qui-quadrado de Pearson *** teste de Mann-Whitney

A dose de lipase por kg/dia foi similar entre os grupos com concentracdo de EL-1 fecal

<100pg/g e >200ug/g, como pode ser apreciado na Figura 3. N&o houve relagdo entre o sexo

e a faixa etaria com a concentragdo da EL-1 fecal < 100ug/g (Tabela 3).

Da amostra estudada, 30/51 (58,8%) pacientes eram eutr6ficos, a maioria maiores de 2

anos, sendo 36,7% homozigoto para AF508, 23,3% heterozigoto para AF508 e 40,0% nao

portadores desta mutagé&o.

Desnutrigdo ou risco nutricional considerado como P/E ou IMC abaixo do percentil 10 e

valores entre percentis 10-25 respectivamente, foram observados em 21/51 (41,2%) dos

pacientes. Destes, 11 eram desnutridos e 10 apresentavam-se em risco nutricional. Tanto no

grupo desnutrido quanto no grupo em risco nutricional houve uma maior prevaléncia da
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mutagdo AF508 em heterozigose. Quando estes resultados foram analisados estatisticamente,
entretanto, ndo houve relacdo entre o estado nutricional com o sexo, a idade, a mutagédo
AF508 e a concentracdo de EL-1fecal, como apresentado na Tabela 4.

Em relacdo ao IMC, a mediana do percentil para os pacientes acima de 2 anos foi de
30,6 (13,8 — 69) e do percentil de P/E foi de 38,6 (4,4 - 69,4), calculado para crian¢as menores
de 2 anos. Do total de 51 criancas e adolescentes, 11 foram considerados desnutridos (21,6%),
10 em risco nutricional (19,6%) e 30 eutroficos (58,8%). Ndo houve relagdo entre o
diagndstico do estado nutricional, o sexo, a idade do paciente, o tipo de mutacdo para FC ou a

concentracéo de EL- 1 fecal.

Tabela 4 - Relacéo entre sexo, idade, mutagdo AF508, concentracdo da Elastase com o estado nutricional

Estado Nutricional

Variaveis Desnutricéo Risco Nutricional Eutroficos P
(< P10) (P 10-25) (> P25)
n=11 n=10 n=30
n (%) n (%) n (%)
Sexo
Masculino 8 (72,7) 7 (70,0) 17 (56,7) 0,558*
Feminino 3(27,3) 3(30,0) 13 (43,3)
Faixa etéria
<2 anos 3(27,3) 1(10,0) 3(10,0) 0,580*
2 —-9anos 4 (36,4) 3(30,0) 13 (43,3)
10 — 17 anos 4 (36,4) 6 (60,0) 14 (46,7)
Mutacgéo
Homozigoto p/ AF508 2(18,2) 4 (40,0) 11 (36,7) 0,260*
Heterozigoto p/ AF508 5 (45,5) 5 (50,0) 7(23,3)
Auséncia de AF508 4 (36,4) 1(10,0) 12 (40,0)
Elastase Fecal-Mediana <15 <15 <15 0,541**
(15-411)9) (15-17) (15-18)

Mediana (P25 — P75)
Concentragdo da Elastase

<100pg/g 7 (63,6) 9 (90,0) 25 (83,3) 0,258*
>200p0/g 4 (36,4) 1(10,0) 5(16,7)
(Min.- Méax.) (< 15-428) (< 15-445) (< 15-449)

* teste qui-quadrado de Pearson
** teste de Kruskal-Wallis
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6.1 CONSIDERACOES GERAIS

De acordo com Cardoso et al. (2007), no Brasil, a morbimortalidade ainda é muito
grande, embora a sobrevida dos portadores de FC tenha aumentado de maneira bastante
consideravel nos ultimos 50 anos. Isto ocorre devido aos avancos terapéuticos e
acompanhamento interdisciplinar.

Desde a década de 80, o Hospital de Clinicas de Porto Alegre se constitui em um centro
de tratamento da Fibrose Cistica, iniciado pela equipe de Pneumologia Infantil (KANG et al.,
2004).

Na FC ha intrinseca relacdo entre genotipo e fendtipo e genes modificadores tém
influéncia no fendtipo dos pacientes com FC (ROZMAHEL et al., 1996; BROWN et al.,
1999). Sendo assim, o paciente homozigoto para mutacdo AF508 apresenta alto grau de
gravidade da doenga pancreatica, enquanto o paciente heterozigoto para esta mutacéo
apresenta quadro clinico menos grave (DALLALANA, 2008). Keren et al. (1990) demonstra
isto em seu estudo de relacdo entre genotipo e fendtipo, onde 99% dos 52% de homozigotos
estudados tinham IP, enquanto dos 40% de heterozigotos estudados, 72% apresentaram IP.
Borowitz e cols. (2004) observaram que a presenca de uma mutacdo suave da CFTR néo
exclui a IP e que alguns pacientes que seriam classificados como SP pelo genétipo
apresentaram manifestacdes clinicas (fenotipo) de IP.

Pacientes considerados suficientes pancreaticos tém uma melhor sobrevida (GASKIN et
al., 1982; BOROWITZ et al., 2005; BOROWITZ et al., 2007), enquanto os insuficientes
pancreaticos exigem a utilizacdo permanente de enzimas pancreaticas em seu tratamento.

Nesses casos, hd aumento de custos e podem ocorrer efeitos adversos significativos, além de
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manifestacdes psicossociais importantes como, por exemplo, a colonopatia fibrosante, que é
uma complicacdo ndo raramente observada com uso de doses de lipase acima de 10.000
unidades/Kg/dia (LITTLEWOOD et al., 2006). Dados dos pacientes registrados no Cystic
Fibrosis Foundation, do ano de 1990 a 1995, relataram que a mediana de sobrevida dos
pacientes SP é maior de 50 anos, enquanto dos IP é de 32 anos (BOROWITZ et al., 2004).
Embora a suspeita de insuficiéncia pancreatica ocorra através da avaliacdo clinica,
sobretudo em presenca de esteatorreia e desnutricdo, € importante defini-la através de um

método objetivo.

6.2 CARACTERISTICAS DA AMOSTRA

6.2.1 Caracteristicas demogréficas e clinicas

A amostra do presente estudo foi constituida na totalidade de pacientes caucasoides.
Houve discreta predominancia do sexo masculino, como ja observado em casuisticas
anteriores (REIS et al., 2000; WALKOWIAK et al., 2002, ALVAREZ et al., 2004; BAKER
et al., 2005). Enquanto para a doenca hepatica, 0 sexo masculino parece ser mais afetado
(COLOMBO et al., 2006) e para o desenvolvimento de DRFC (ALVES et al., 2007), o
género feminino parece se constituir em grupo de risco, 0 mesmo nao é observado quando se
contempla a existéncia de IP.

No que se refere a faixa etaria, a média de idade dos pacientes foi de 9,11+4,74 anos.
Classificando os pacientes nos 3 grupos, de acordo com a presenca da mutagdo, a média de
idade entre os homozigotos foi de 9,10 £4,82; entre 0s heterozigotos, de 8,72 + 5,32 e 0s com
auséncia de AF508, foi de 9,52 + 4,28. Sete (14%) pacientes eram menores de dois anos. Ndo

houve relacdo entre idade e a maior ou menor concentracdo de EL-1 fecal, a qual tem sido
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relacionada a idade apenas nas primeiras semanas de vida. Baixos valores foram encontrados
em recém-nascidos prematuros e a termo. Von Seebach & Henker (1997), analisaram fezes de
28 criancas nascidos pré-termo e 27 criancas nascidas a termo. Observaram um valor médio
de EL de 63,9 pg/g no meconio, que aumentou gradualmente para 200 pg/g em um més,
independente da idade gestacional. Assim, a EL-1 fecal é baixa nas primeiras semanas de
criancas nédo portadoras de FC e subird a niveis normais em lactentes SP.

Nesse estudo, 90,2% (46/51) dos pacientes considerados clinicamente IP faziam
corretamente 0 uso de enzimaticas pancreéticas. Cinco (10,8%) pacientes, com idade de 8
meses a 10 anos, que utilizavam enzimas, apresentaram EL-1 fecal acima de 200ug/g, o que
configura suficiéncia pancreética.

No estudo de Cohen e cols. (2005) foram acompanhadas 85 criangas por 24 meses, com
idade entre 6.0-8,9 anos e diagnoéstico de leve e moderada IP (medido pelo coeficiente de
absorcédo de gordura). As criancas faziam utilizacdo de enzimas pancreéticas e foi verificada a
concentragdo de EL-1 fecal em todas. Os autores classificaram os pacientes como tendo
funcdo residual pancreética aqueles com EL-1 fecal >15 pg/g e os com EL-1 fecal < 15 ug/g
como nenhuma atividade pancredtica. Quarenta e seis casos eram homozigotos para AF508,
23 casos heterozigotos e seis casos com auséncia de AF508. Dez criangas (12%) apresentaram
atividade residual pancreética e 75, nenhuma atividade pancreéatica. As criangas sem atividade
residual tinham significativamente (P = 0,007) maior probabilidade de serem homozigotos
para AF508 (46/75) do que aquelas com atividade residual (61% versus 11%). Estes dados
sugerem que um numero substancial (12% da amostra) das crian¢as com FC apresentaram o
estado pancreatico mal classificado. Os autores concluiram que a avaliacdo da concentragédo
da EL-1 fecal deve ser utilizado para verificar o estado pancreatico dos pacientes com FC.

Borowitz et al. (2004) estudaram por seis meses 1.215 individuos de 33 locais

credenciados na Cystic Fibrosis Foundation Registry de Nova York. A média de idade dos
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pacientes foi 13,5 anos, variando de um més a 64 anos. Fazia parte do estudo a suspensdo das
enzimas pancreaticas na dependéncia do resultado do teste da EL-1 fecal >200ug/g, exceto
aqueles individuos que apresentaram pancreatite. A EL-1 fecal estava <200ug/g em 1.074
(88,4%) individuos, 1.050 recebiam enzimas pancreéticas e 24 nao recebiam enzimas. Estes
24 pacientes, portanto, foram incorretamente classificados em relacdo ao estado funcional do
pancreas.

A concentracdo EL-1 fecal observada foi > 200ug/g em 141(11,6%) individuos.
Sessenta (42,5%) ndo faziam terapia de reposi¢cdo enziméatica e foram classificados
corretamente como suficientes pancreaticos, mas 81 (57%) utilizavam enzimas pancreéticas
sem aparentemente necessitarem. Houve interrupcdo da terapia de reposi¢do enzimatica em
67/81 individuos que nunca tinham apresentado pancreatite. Somente 23 (34,3%)
concordaram em recolher fezes para balanco de gordura fecal. Mediram coeficiente de
absorcdo de gordura (CAG) apds um més de interrupcdo de enzimas e tiveram uma média de
96,1% de CAG. Anterior a este estudo, 181/1.215 dos individuos nunca tinham realizado um
teste objetivo para verificacdo da funcdo pancreatica. A hipoOtese dos autores de que um
namero aprecidvel de pacientes com FC estava classificado erroneamente foi confirmada pelo
teste da EL-1 fecal.

Em relacdo a quantificacdo da terapia de reposicdo enzimatica, no presente estudo,
observou-se que 4/51 (7,8%) ingeriram acima de 10.000 unidades por quilograma de lipase de
peso corporal por dia, mas nenhum paciente apresentou a complicacdo que pode estar

associada a altas doses.

6.2.2 Atividade da Elastase-1 Fecal
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O Quadro 4 demonstra varios estudos da atividade da EL-1 fecal pelo método Elisa

monoclonal ¢ relagdo com a mutagao AF508 da Fibrose Cistica em diversos paises.

Autor, ano, pais

Numero de
individuos

Faixa Etaria

Perfil genético

Concentragdo da Elastase Fecal

Gullo et al., 1997
Italia

=72
22 FC

1-14 anos

Nao estudado

a) FC com alterag@es pancreaticas:
22 casos

20/22: EL<20pg/g

b) pacientes s/FC e Sem desordem
pancreatica: 23 casos

20/23 EL>500ug/g

3/23 EL>300<500p9/g

c) Controles: 27 higidos

27/27 EL>500ug/g

Cade et al., 2000
Reino Unido

142 FC

85 controles

0,1-20,8 anos

93AF508 hmz**
38AF508 htz***
11 i AF508

137/142 EL < 100pu9/g

a)AF508 hmz**: EL mediana
=10ug/g(2-33)

b)AF508 htz*: EL
mediana=12g/g(4-39)

¢) fi AF508: EL mediana= 29ug/g(4-
33)

d)Controles:EL= 615ug/g (420-
773)

Meyts et al., 2002
Bélgica

25FC

13,6 anos
(5,39)

15AF508 hmz**
6 AF508 htz***
4 i AF508

19 casos= EL ¢/ niveis abaixo da
deteccéo do limite inferior do ensaio
15/15AF508 hmz **

3/6 AF508 htz***

1/4 ndo AF508

Galvéo et al., 2004
Brasil
ABSTRACT

68 FC

0-22 anos

13AF508 hmz**
27 AF508 htz***
18 it AF508

Concentragao da EL n&o foi dividido
de acordo com as mutagoes.

Dos 68:59 EL<100pg/g,

3 EL >110<200pg/g,

6 EL > 200ug/g

Walkowiak et al.,
2005
Pol6nia

27 FC

<2 anos

51 allelos AF508, 5 outros
allelos

1° ensaio no periodo 3-4 meses: EL<
200pug/g em todos pacientes

2° ensaio aos 6 meses: EL < 100ug/g
em todos pacientes

3° ensaio aos 12 meses de idade

EL < 100pg/g em 100% pacientes

Nosso estudo, 2009

Brasil
HCPA

51 FC

9,11 anos
(4,74)

17AF508 hmz**
17AF508 htz***
17 it AF508

Homozigotos
17/17 EL<100ug/g

Heterozigotos
14/17EL<100ug/g
3/17EL>200ug/g

it AF508
10/17EL <100ug/g
7I17TEL>200ug/g

Quadro 4 — Estudos sobre atividade da Elastase-1 Fecal pelo método Elisa monoclonal e relagdo com a mutagao

AF508 da Fibrose Cistica

**Hmz= homozigoto ***Htz=Heterozigoto

Gullo et al. (1997), analisaram trés grupos de criancas, sendo 27 saudaveis, 22 com FC

e 23 sem doenga pancreatica. Comparou o resultado da EL-1 fecal com quimiotripsina fecal.
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Vinte dos vinte dois pacientes com FC tinham valores de EL-1 fecal <20 ug/g. Diferencas
significativas entre os valores da EL-1 dos pacientes com FC e os dois grupos foram
altamente significativas (P<0,001). Os autores utilizaram o valor de 132ug/g como ponto de
corte e encontraram uma sensibilidade de 96% e especificidade de 100% para determinacao
de IP.

Cade et al. (2000) estudaram 142 criangas com FC, sendo 93 homozigotos para AF508,
38 heterozigotos para AF508 e 11 ndo AF508. Somente 7 pacientes apresentaram-se SP pelo
teste. A mediana de EL-1 fecal dos pacientes IP foi de 10upg/g. Houve diferencas
estatisticamente significativas entre os valores da EL-1 fecal dos pacientes IP e SP (P=0,0001)
e pacientes IP e grupo controle (P<0,0001), mas ndo houve entre os SP e grupo controle. Os
valores da mediana da EL-1 fecal dos homozigotos e heterozigotos ndo apresentaram
diferengas estatisticamente significativas (P=0,62).

No estudo de Meyts et al. (2002), 25 pacientes com FC tiveram suas fezes coletadas em
sete dias consecutivos. Os autores utilizaram 200ug/g como ponto de corte. Dezenove
pacientes tinham IP cléssica, com base em sintomas de ma absor¢do e 72 horas de balanco de
gordura fecal. Foi confirmado pelo teste que os 19 pacientes tinham IP grave com valores
abaixo do limite inferior da deteccdo do ensaio. Quinze homozigotos para AF508, trés
heterozigotos para AF508 e um ndo AF508. Este estudo concluiu que o teste pode ser utilizado
para diagnosticar IP grave em pacientes com FC.

Galvao et al. (2004), sob a forma de Abstract, analisaram o perfil genético dos pacientes
com FC e avaliaram a IP pelo teste da EL-1 fecal. Cinquenta e nove dos 68 pacientes
apresentaram IP grave, trés casos com IP moderada e seis casos com SP. A mutagdo AF508
estava presente em 69% dos casos. A EL-1 fecal revelou IP grave na maioria dos casos. Neste
estudo ndo houve correlagdo entre a presenca ou auséncia da mutacdo AF508 com a

frequéncia de desnutricdo e ou a idade no momento do diagnostico.
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Ja Walkowiak et al. (2005) quantificaram a Elastase em 27 criangas com FC em trés
ensaios em periodos diferentes. No primeiro ensaio as criangas tinham de trés a quatro meses
de idade e todos apresentavam concentracdes abaixo de 200ug/g. No segundo, aos seis meses,
apresentaram valores inferiores a 100ug/g. O estudo foi feito em criangas menores de dois
anos que tinham mutacdes classe | ou Il (51 allelos AF508, 5 outros allelos). Na Ultima
medicdo da concentracdo, aos 12 meses de idade, 100% das criangas apresentaram-se IP.
Neste estudo, os autores recomendaram que pacientes com FC tenham um acompanhamento
atento do estado do péancreas a partir do diagnostico. Os autores utilizaram 200pg/g como
ponte de corte.

No nosso estudo, 80,4% (41/51) dos pacientes, nos quais havia suspeita de IP,
apresentaram niveis de Elastase-1 fecal abaixo de 100ug/g. Assim como no estudo de Galvao
e cols. (2004), a EL-1 fecal revelou IP grave na maioria dos casos. Na amostra do presente
estudo, 78% (40 /51) dos pacientes estavam com Elastase abaixo de 15 pg/g (limite inferior
da deteccdo do ensaio). Como ja descrito por Meyts et al. (2002) 76% (19/25) dos pacientes
estudados apresentaram valores muito baixos. Resultados similares foram observados por
Phillips et al. (1999), onde a concentra¢do da EL-1 fecal dos pacientes com FC homozigotos
para AF508 (15/15) estava abaixo de 15 pg/g (limite inferior do ensaio). No presente estudo,
17 pacientes homozigotos para AF508 apresentaram concentracdo de EL-1 fecal abaixo de
100ug/g. O mesmo néo ocorreu em relacéo aos pacientes heterozigotos. Estes resultados estéo
de acordo com a literatura geral em que os pacientes homozigotos para AF508 apresentam
maior relagdo com a IP que os heterozigotos e os ndo AF508 (KEREN et al., 1990;
DAFTARY et al., 2006). Nosso estudo apresentou mediana de EL-1 fecal entre os grupos
com valores muito baixo <15ug/g, semelhante ao de Cade et al. (2000), que relatam mediana

de 10ug/g entre os IP.
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Em relacdo a idade, Cohen et al. (2005) estimaram que cerca de 85% dos pacientes
portadores de FC, apresentam IP. Na presente investigacdo, nos pacientes em idade escolar na
faixa dos 10 aos 17 anos, predominou o grupo de concentracdo de EL-1 fecal < 100ug/g;
foram encontradas cinco (12,5%) criancas menores de dois anos com concentracdo de EL-1
fecal <100ug/g. Walkowiak et al. (2005) encontraram em sua casuistica que 100% (27/27)
dos pacientes apresentavam IP aos 12 meses de idade.

O Quadro abaixo demonstra em diversos estudos que o teste EL-1 fecal apresenta boa
sensibilidade e especificidade para verificacdo da insuficiéncia pancreatica exdcrina, mesmo

com pontos de corte diferentes.

Idade
Ano/Autor Doenca em Teste Sensibilidade Especificidade Ponto

anos | comparativo de corte
Loseretal., | Pancreatite | 27-52 | Quimiotripsina | 63-100% 93% 200ug/g
1996 fecal
Gullo et al., FC 1-14 Quimiotripsina | 96% 100% 132ug/g
1997 fecal
Soldanetal., | FC 8-25,3 | Secretina- 100% 96% 200ug/g
1997 pancreozimina
Cade et al FC 0,1- Estudo com 99% 86% 200ug/g
.,2000 20,8 controles

normais

Quadro 5 — Sensibilidade e especificidade do teste Elastase-1 fecal monoclonal

Weintraub et al. (2009), em seu estudo de correlagdo entre testes de funcdo pancreatica

exocrina em pacientes com FC suficientes pancreaticos, relata que a EL-1 fecal é um teste de
pouco valor para esses pacientes, sugerindo que o coeficiente de gordura fecal tem um melhor
desempenho. No entanto no Consenso Europeu de 2005, sobre os padrdes de atendimento
para pacientes com FC, é recomendado o teste da EL-1 fecal para verificacdo da funcéo

pancreatica. O consenso sugere que 0s pacientes SP, cujos genotipos sejam associados a IP,
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utilizem o teste para acompanhamento anual. O teste podera ser feito com frequéncia menor

para aqueles pacientes com genotipos associados a maior preservacdo do pancreas (KEREM

et al., 2005).

6.2.3 Estado nutricional

O Quadro 6 apresenta estudos brasileiros sobre o estado nutricional de pacientes com

FC.
Autor, ano, estado N Idade Presenca de Presenca de
AF508 desnutricao
Reis et al., 2000 124/127 | <18 anos a admissdo | n=106 63% admissao
Minas Gerais 17 homozigoto 45% final seguimento
30 heterozigoto (mediana 44 meses)
Galvédo et al., 2004 | 77 0-22 anos n= 58 15% em lactentes
Séo Paulo 13 homozigoto
27 heterozigoto
Simon, 2006 85 11,2+3,2anos n=72 8,2%
Rio G. do Sul 14 homozigotos
24 heterozigotos
Ziegler et al., 2007 | 41 23+6,5 anos N&o estudado 22%
Rio G. do Sul (16 — 47)
Pinto et al., 2009 21 8,4+4 6 anos Nao estudado WHO: 66,7%
Pernambuco Consenso: 33%
Presente Estudo, 51 9,11+4,74anos n=51 21,6%
2009 17 homozigotos
17 heterozigotos

Quadro 6 — Estado nutricional de pacientes brasileiros com Fibrose Cistica de séries publicadas a partir do ano 2000

No presente estudo, foram utilizados o percentil do IMC para as criancas e adolescentes
maiores de dois anos e o percentil do P/E para os menores de dois anos, conforme
recomendacgdes do Consensus Report on Nutrition for Pediatric Patients With Cystic Fibrosis
(BOROWITZ et al., 2002). O referido consenso estabelece que o ponto de corte para
desnutricdo seja o percentil 10 para ambos os parametros, o risco nutricional situado entre 0s

percentis 10 e 25, e a eutrofia ou o estado nutricional almejado acima do percentil 25. Dos 51
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pacientes avaliados, 30 (58,82%) foram classificados como eutroficos; 11, (21,56%)
desnutridos; 10, (19,60%) em risco nutricional, demonstrando uma baixa prevaléncia de
desnutricdo. Situacdo diversa foi relatada em um estudo em Minas Gerais onde Reis et al.
(2000) acompanharam pacientes com FC por 20 anos, em um centro de tratamento de FC,
sendo que 44% dos 83% pacientes que fizeram identificacdo genética eram AF508. Os autores
encontraram prevaléncia de desnutricdo na admissdo ao programa de acompanhamento
(mediana de 44 meses), de 63%, reduzindo-se para 45% no final do seguimento. Cabe
ressaltar que os autores utilizaram um ponto de corte abaixo de menos dois DP para o
diagndstico de desnutricdo. Galvao et al. (2004), em Abstract apresentado em um congresso
em Paris, verificaram o estado nutricional em criancas e adolescentes com idade de zero a 22
anos e 15% de 64 casos avaliados apresentaram desnutricdo em lactentes, utilizando menos
dois DP como ponto de corte. A identificagdo da mutacéo foi feita em 58 pacientes, sendo: 13
(22,4%) homozigoto para AF508; 27(46,6%) heterozigoto; 18 (31%) com auséncia de AF508.
Neste estudo ndao houve correlagdo entre a presenca ou auséncia da mutagdo AF508 e a
frequéncia de desnutrig&o.

Ja Simon (2006), numa dissertacdo de mestrado, avaliou 85 criangas entre seis e 18
anos, deste mesmo centro de referéncia. Foi feita identificacdo da mutacdo em 72 pacientes
(85%), sendo 14 (20%) homozigotos e 24 (34%) heterozigotos para AF508. A autora utilizou
como pontos de corte acima do percentil 10 do IMC e <90% do P/E, conforme Consenso
Europeu (SINAASAPPEL et al., 2002). O estudo encontrou 77,7% de eutroficos, 14,1%
PIMC 10 e 25 e 8,2% abaixo do P10. Neste estudo, a autora concluiu que o IMC abaixo do
percentil 10 é fator preditivo de reducéo do volume expiratério forcado.

Recentemente, Ziegler et al. (2007) avaliaram 41 pacientes neste mesmo hospital com
idade de 23,7+6,5 anos, que foram classificados através do IMC. Consideraram estado

nutricional normal quando o IMC estava >20 Kg/m?, risco nutricional entre 18,5-19,9 Kg/m?



61

e desnutridos quando inferior a 18,5 Kg/m? A eutrofia apresentou-se em 26 (63,4%) dos
pacientes, risco nutricional em 61 (4,6%) casos e desnutricdo em 9 (22%). N&o houve
associacdo entre o estado nutricional e a funcdo pulmonar. Simon (2006) e Ziegler et al.
(2007) ndo tinham como objetivo estudar as relagdes entre estado nutricional e a insuficiéncia
pancredtica.

Ao avaliar o estado nutricional dos pacientes com FC, deve-se levar em conta qual o
critério a ser utilizado, se aquele preconizado pelo OMS (Organiza¢do Mundial da Saide) ou
pelos Consensos de FC. Em estudo recente de Pinto et al. (2009), os autores utilizaram dois
métodos para verificacdo do estado nutricional em pacientes de FC no Nordeste do Brasil. Os
pacientes tinham média de idade de 8,4+4,6 anos e foram classificados como desnutridos
aqueles com percentual de P/E< 90%, seguindo o Consenso de FC. Foram observados 66,7%
eutréficos e 33,3% com déficit nutricional. Quando estes autores utilizaram os padrdes da
OMS para criangas menores de cinco anos e a NCHS (National Center for Health Statistics)
para maiores de 5 anos, encontraram 33,3% eutroficos e 66,7% desnutridos. Foi utilizado
como ponte de corte menos um DP. Os autores nédo fizeram identificacdo das mutagdes nesses
pacientes. Observou-se que o percentual de desnutridos divergiu quando avaliados pelos
padroes da OMS. Este estudo somente descreveu o perfil dos pacientes com FC, ndo
relacionando com a IP e outras variaveis de estudo.

Grande nimero de autores (BOROWITZ et al., 2004; RIBEIRO et al., 2002; GASKIN
et al., 1982; SINAASAPPEL et al., 2002) afirmam que o paciente com FC que néo
desenvolve IP tem um melhor prognéstico para a doenca. Evans et al. (2001) creditam isso a
manutencdo de um melhor estado nutricional. Na presente pesquisa, ndo se encontrou relacao
entre o estado nutricional em geral com a maior ou menor concentragdo da EL-1 fecal.
Quando se considerou apenas os 11 desnutridos, se observou que também néo houve relacao

com a concentracdo de EL-1 fecal abaixo de 200ug/g. Esses resultados sdo semelhantes aos
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de Baker et al. (2005) que quantificaram a concentracdo da Elastase em 164 pacientes < dois
anos e 148/164 apresentaram EL-1 fecal abaixo de 200ug/g. Somente 8,8% (13/148) estavam
com déficit nutricional, avaliados através do percentil do P/E. Neste mesmo estudo um grande
namero de pacientes 84 SP e 725 IP, com idade entre trés e 20 anos, foram avaliado pelo
percentil do IMC, os quais ndo apresentaram relagdo entre o estado nutricional e concentracao

da EL-1 fecal.

6.3 LIMITACOES RELACIONADAS AO ESTUDO

Por questdes financeiras, 0 nimero de testes foi limitado. Uma limitacdo do presente
estudo € a auséncia de comparacdo com um teste padrdo aureo.Nao foi possivel testar
sensibilidade, especificidade e coeficiente de variacdo (CV) interensaio das fezes dos
pacientes. Coletou-se somente uma amostra aleatdria de fezes de cada individuo, ndo sendo
possivel testar este coeficiente. O CV intraensaio mede variagOes entre as duplicatas, ou seja,
mediu-se a concentragdo da EL-1 fecal duas vezes nas mesmas amostras de fezes. Na presente
pesquisa ndo se conseguiu medir o CV intraensaio dos pacientes que apresentaram
concentracdo de EL-1 fecal reduzida (< 200ug/g), pois os valores das aliquotas estavam
abaixo do limite inferior do ensaio (15ug/g). Meyts et al. (2002) demonstraram que o CV
intraensaio, baseado em duplicatas, apresentou baixa variabilidade com valores aproximados
de 4,06%. Phillips et al. (1999) relatam o valor médio de 457ug/g (124-1683), com uma
variacdo intraensaio de 6,4% e variagéo interensaio de 8,8% em pacientes com investigacdo
de sangue oculto nas fezes. Loser et al. (1996) citaram o valor de 7,7% de CV interensaio e
5,8% de variagdes intraensaio de pacientes com pancreatite crénica. Segundo Cade et al.
(2000), o CV interensaio e intraensaio sdo baixos. A EL-1 fecal € um teste indireto, exato e

reprodutivel da funcdo pancreética, pois os valores sdo confiaveis em uma pequena amostra
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de fezes. Os autores mediram os CV da EL-1 fecal em pacientes com FC e encontraram

valores de 7,0% (intraensaio) e de 7,2% (interensaio).

6.4 CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos anos, houve um aumento da sobrevida dos pacientes com FC, devido aos
avancos cientificos. Contudo a avaliagdo do correto estado pancreético nestes pacientes ainda
é um desafio. Eles sdo avaliados pelas manifestac6es clinicas e classificados em insuficientes

pancreéticos, se apresentarem esteatorreia e baixo peso.

Sendo a insuficiéncia pancreatica uma importante manifestacdo clinica dos pacientes
com Fibrose Cistica é fundamental um diagnostico correto para o tratamento adequado destes
pacientes. O teste Elastase-1 fecal, é de fécil execugdo e podera ser feito com uma pequena
amostra de fezes. Com os resultados obtidos sugere-se que o teste Elisa Elastase Monoclonal
pode ser padronizado para avaliar a funcdo pancreética dos pacientes com FC, estando-se de
acordo com Daftary e cols. (2006), os quais sugerem que sejam analisadas amostra de fezes

de dias consecutivos de um mesmo paciente.

Durie e cols. (1984), em seu estudo sobre testes de funcdo pancreatica para pacientes
com FC, relatam alguns critérios a serem observados para que o teste seja satisfatorio.
Incorporou-se as sugestdes dos autores, citando alguns desses critérios como pontos positivos

da EL-1 fecal ( Quadro 7).
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PONTOS NEGATIVOS

1. A concentragdo da EL-1 fecal é modificada em presenca de lesdo intestinal (NOUSIA et
al., 2003) e flora intestinal alterada (MASOERO et al., 2000).

2. Interpretacdo deve ser cuidadosa em fezes diarréicas (MASOERO et al., 2000).

3. Incapacidade de distinguir IP primaria da secundaria (DAFTARY et al., 2006).

4. Avalia apenas a IP enddgena (DAFTARY et al., 2006).

PONTOS POSITIVOS

1. Boa correlacdo entre o teste secretina—pancreozimina (BOROWITZ et al. 2004).

. Néo é degradada no transito intestinal (LOSER et al., 1996).

. Espécime de facil obtencdo (BOROWITZ et al., 2004).

. Sem armazenamento especial (BOROWITZ et al., 2004).

. Boa aceitacdo dos pacientes (BOROWITZ et al., 2004).

. Facil execucdo (KATISCHINSKI et al., 1997).

. N&o invasivo (LOSER et al., 1996).

. Baixo Custo (KATISCHINSKI et al., 1997)

OO |N|O |0 WIN

. Néo reage com as enzimas suinas (BOROWITZ et al., 2004)

Quadro 7 — Pontos negativos e positivos do teste Elastase-1 fecal monoclonal

Considerando as limitacGes de testes diretos e indiretos para avaliagdo da funcdo
pancreatica exocrina, a EL-1 fecal é uma alternativa atraente para a deteccdo e
acompanhamento da insuficiéncia pancreatica (DAFTARY et al., 2006) e podera ser utilizado
como teste de triagem para classificar o estado pancreético e tornar-se padrdo no cuidado com

0s pacientes portadores de FC (BOROWITZ et al., 2004).
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CONCLUSOES

O teste Elastase, foi padronizado, € de facil execucdo e foi possivel realizar com
pequenas amostras de fezes em pacientes até 18 anos.

*Ndo houve relagdo entre os valores de EL-1 fecal com sexo, idade e o estado
nutricional.

« A atividade de EL-1 fecal <100 ug/g, indicativa de insuficiéncia pancreatica grave, foi
observada em 17/17 (100%) pacientes homozigotos para a mutagdo AF508, 14/17
(82,3%) heterozigotos para a mesma mutacdo e 10/17 (58,8%) pacientes com auséncia
da mutacdo AF508. Cinco de 46 (10,8%) pacientes em terapia de reposi¢do enzimatica
apresentaram atividades de EL-1 fecal >200ug/g, indicativas de suficiéncia

pancreatica.
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Titulo abreviado: Elastase-1 fecal monoclonal — Fibrose Cistica

RESUMO

Objetivos: Avaliar a concentracao da Elastase -1 fecal (EL-1) em pacientes pediatricos
com Fibrose Cistica, portadores da mutagdo AF508 e padronizar o teste Elastase Monoclonal
em nosso meio.

Meétodos: Estudo transversal, 51 pacientes com idade entre 4 meses e 17 anos (média
9,11+4,74). Trinta e dois (62,8%) pacientes do sexo masculino. Houve coleta retrospectiva de
dados clinico-demograficos e do tipo de mutagdo. A insuficiéncia pancreatica exocrina foi

definida pela atividade da EL-1 fecal < 200ug/g.A quantificacdo da EL1- foi realizada pelo
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método ELISA monoclonal. A suplementacdo pancreatica foi utilizada em 46 (90,2%)
pacientes.

Resultados: Quarenta e um (80,4%) pacientes apresentaram insuficiéncia pancreéatica
(EL-1 fecal < 100ug/g), sendo 17 (41,5%) homozigotos, 14 heterozigotos (34,1%) e 10 ndo
AF508 (24,4%). Ao considerar a mutacdo, houve associacdo estatisticamente significativa
entre os homozigotos e a concentracdo da EL-1 fecal <100ug/g (P=0,010). Todos os pacientes
considerados insuficiente pancreatico (n= 41) pelo teste, utilizavam suplemento pancreatico.
Dez (19,6%) apresentaram EL-1 fecal >200ug/g e 5/10 (50%) utilizavam enzimas.

Conclusdes: A atividade de EL -1 fecal <100 pg/g, indicativa de insuficiéncia
pancredtica, se apresentou em 17/17 (100%) dos homozigotos conforme o esperado, sendo
menos freqlente nos heterozigotos para AF508 e nos pacientes com auséncia desta mutacao.
N&o houve relagdo entre a concentracdo da EL-1 fecal com idade e sexo dos pacientes. O teste
foi padronizado, é de fécil execucdo e podera ser utilizado para avaliagdo da funcéo
pancreética dos pacientes com FC.

Palavras-chave: Elastase-1 fecal, AF508, insuficiéncia pancreatica exdcina, Fibrose

Cistica.

INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) é reconhecida como uma das mais importantes doencas
genéticas, de heranca autossdmica recessiva, que acomete a populacdo caucaséide, em uma
incidéncia estimada de 1:2500 nascidos vivos ™. E caracterizada por doenca pulmonar
obstrutiva cronica, ileo meconial, insuficiéncia pancreatica exdcrina e elevadas concentragoes
de eletrélitos no suor ©.

Na FC ha uma perda progressiva da funcdo pancreéatica exdcrina devido a obstrucéo dos

ductos intrapancreaticos por secre¢cdo mucosa, levando a retencdo de enzimas digestivas e
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formando um processo inflamatorio crénico com fibrose e consequente perda da funcéo
pancreatica ©.

E aceito que dentre as diversas manifestacdes da FC, o fen6tipo pancreatico é o que
melhor se relaciona ao genétipo, como atestam os estudos de Kerem et al. “ e Zielenski ©.
Segundo Iwénczak et al. ©) existe uma nitida correlagdo entre a presenca da mutagdo AF508 e
a gravidade e frequéncia das manifestagdes digestivas.

De acordo com a literatura, aproximadamente 15% dos pacientes com Fibrose Cistica
(FC) sdo suficientes pancreéticos (SP) " & % 1 sendo a avaliagdo da funcdo pancreética
exocrina um procedimento obrigatério ao diagndéstico, visando determinar a necessidade de
suplementos enzimaticos.

A Elastase pancreatica humana 1 (EL-1) foi inicialmente isolada por Mallory e Travis
em 1975 e foi originalmente denominada protease E Y. A Elastase pancreatica 1 ¢ uma
protease digestiva humana especifica, sintetizada nas células acinares e secretada no duodeno,
através do ducto pancreatico. A EL-1 é sintetizada como zimogénio e a enzima madura tem
peso molecular de 28 kDa ™. Durante o transito intestinal a EL-1 liga-se principalmente a
sais biliares e, em contraste com outras enzimas pancredaticas, ndo é degradada durante a
passagem pelo intestino ™.

A medida desta enzima proteolitica nas fezes é feita através de um teste ELISA
(Enzime-Linked Immunosorbent Assay), com ampla aceitacdo em laboratérios clinicos . A
EL-1 fecal é considerada mais sensivel e especifica do que outros testes de uso corrente na
deteccdo de insuficiéncia pancreatica exdcrina ‘9. O teste ELISA utiliza dois anticorpos
monoclonais obrigatorios, especificamente para diferentes epitopos na Elastase-1 humana .
Sdo inumeras as vantagens da medida desta enzima: é estavel em uma ampla gama de pH e
temperatura e as amostras de fezes podem ser recolhidas e transportadas sem preparacéo

especial ®'®. Pode ser armazenada por até uma semana em temperatura ambiente, durante um
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més em temperatura de 4 graus celsius e & -22 graus celsius, por perfodo prolongado *®. O
exame pode ter utilidade também no rastreamento precoce da conversdo de um paciente
suficiente pancredtico para uma situacdo de insuficiéncia, podendo ser monitorado
anualmente, uma vez que o aparecimento de ma absor¢do é precedido por declinio na
concentracdo de Elastase “*1"®. O teste também serve para identificar a capacidade residual
do estado pancreético ©.

O anticorpo monoclonal contra a Elastase humana ndo reage com as enzimas suinas, ou
seja, € espécie-especifica, assim o teste pode ser feito enquanto os pacientes estdo fazendo a
terapia de reposicdo enzimética ®*®. Na literatura h4& um grande nimero de testes de
avaliacdo de funcdo pancreatica exdcrina, a maioria dos quais de utilizacdo limitada, seja pelo
alto custo ou pela baixa disponibilidade. A medida da EL-1 fecal tem se mostrado promissora
e isto é demonstrado na maioria dos estudos com uma sensibilidade de 90-100% e uma
especificidade de 93-100%, sendo excelente indicador para insuficiéncia pancreéatica exdcina
(IP) 4319200 " Og objetivos deste estudo séo avaliar e quantificar a concentracéo da EL -1 fecal
em pacientes com Fibrose Cistica, portadores da mutagdo AF508, padronizar o teste Elastase
Monoclonal, comparar os valores de EL-1- fecal em pacientes com FC portadores de mutacéo

AF508 com 0s sem a mutagéo.

CASUISTICA E METODOS

Foi realizado um estudo transversal com pacientes portadores de Fibrose Cistica, de
ambos 0s sexos, com idade entre 4 meses e 17 anos, em acompanhamento no setor de
Pneumologia Pediatrica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre/RS (HCPA). O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa desta instituicio, e realizado entre setembro 2007 e
novembro 2008.

Os critérios de elegibilidade para o estudo foram os seguintes:
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a) Pacientes portadores de FC de ambos os sexos, com idades entre 1 més e 18 anos, em
acompanhamento no setor de Pneumologia Pediatrica do HCPA.

b) Presenca de Fibrose Cistica, com diagnostico confirmado através de dois testes de
dosagem de sodio e cloreto no suor, ou pela presenca ou auséncia da mutagdo AF508,
associada ao diagnostico clinico

.Foram excluidos deste estudo os pacientes em uso de medicamentos para regularizacdo
do hébito intestinal, presenca de enterostomia/colostomia, ndo assinatura do termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e fezes liquidas por trés ou mais vezes ao dia, nas duas
semanas precedentes ao exame.

Os dados foram coletados durante a internacdo e ou acompanhamento ambulatorial de
rotina dos pacientes com FC. A rotina de seguimento no ambulatério de Pneumologia
Pediatrica do HCPA inclui consultas com a equipe médica a cada 2 meses e check-up anual
que inclui exames complementares. Para a realizacdo deste estudo 0s pacientes que
frequentam o ambulatério foram convidados por ocasido do check-up anual, os dados
demograficos foram obtidos do prontuério e a dose de suplemento pancreéatico foi informada
pelos responsaveis do paciente. No momento da obtencdo do consentimento pelos
responsaveis, foi entregue o frasco para a coleta de fezes.

A anélise da mutagdo para FC foi realizada no Servico de Genética Médica do HCPA,
sendo realizada a pesquisa das seguintes muta¢des AF508, G542X, R553X, G551D e
N1303K. Foi utilizado método de sequenciamento de DNA ou PCR em tempo real (método
padronizado no servi¢o de Genética do HCPA).

As fezes coletadas foram armazenadas no Laboratorio Experimental de
Gastroenterologia e Hepatologia, em geladeira, na temperatura de -20 graus celsius, até a
realizacdo dos testes. Conforme orientacdo do fabricante (ScheBo Biotech AG, Germany),

assim o material estocado pode ser armazenado em um prazo de até 1 ano.
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Foi feita a quantificacdo da EL -1 fecal utilizando-se 0 método ELISA sandwich
monoclonal, que usa dois anticorpos monoclonais contra diferentes epitopos da Elastase
pancreatica humana. Usou-se como ponto de corte o valor 200ug/g, classificando como
suficientes pancreaticos pacientes cujos valores estavam acima de 200ug/g e insuficientes
pancredticos, abaixo de 200ug/g da EL-1 fecal. Valores entre 100 pg/g -200 pg/g foram
considerados com probabilidade de IP moderada e valores abaixo 100 pg/g, com IP grave,
conforme orienta¢do do fabricante. Foram analisadas 81 amostras de fezes de 51 pacientes.

Trinta aliquotas foram duplicadas de 10 pacientes de cada grupo.

ANALISE ESTATISTICA

Foi feito calculo do tamanho da amostra, para detectar uma diferenca de 1 desvio-
padrdo entre os niveis de EL-1 fecal, nos 3 grupos de pacientes estudados (grupo 1: pacientes
homozigotos para mutagdo AF508; grupo 2: pacientes heterozigotos para mutacdo AF508;
grupo 3: pacientes com auséncia da mutagdo AF508), considerando a = 0,05, poder de 80%.
Foi estabelecido um nimero minimo de 17 pacientes em cada grupo.

As varidveis quantitativas foram descritas através da média e desvio padrdo
(distribuicdo simétrica) ou mediana e amplitude de variacdo/amplitude interquartilica
(distribuicdo assimétrica). As varidveis qualitativas foram descritas através de frequéncias
absolutas e relativas.

Para avaliar a associacdo entre as variaveis qualitativas, foi aplicado o teste Qui-
quadrado de Pearson ou Exato de Fisher. Para as varidveis quantitativas continuas, em relacdo
a insuficiéncia pancredtica, foi utilizado o teste de Mann-Whitney.

O nivel de significancia adotado foi de 5%, e as analises foram realizadas no programa
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), versao 13.0.

RESULTADOS
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Participaram do estudo 51 pacientes com diagnostico de Fibrose Cistica, acompanhados
na internacdo e no ambulatorio de Pneumologia Pediatrica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. A amostra foi constituida de trés grupos: G1 = 17 pacientes homozigoto para mutagédo
AF508; G2 = 17 pacientes heterozigotos para mutacdo AF508; e G3 = 17 pacientes com
auséncia da mutagdo AF508.

Houve predominancia de 62,7% (n=32) do sexo masculino. A idade dos pacientes
variou entre 4 meses e 17 anos, com média de idade de 9,11 anos (4,74 anos).

Os pacientes internados representaram 88,2% (45/51) da amostra estudada, enquanto
11,7% (6/51) eram ambulatoriais. Os motivos da internagdo foram: check-up anual de rotina
(25/51:55,5%); exacerbacdo pulmonar (10/51:22,2%); febre (6/51:13,3%), baixo peso
(3/51:6,7%) e crise de asma (1/51:2,2%). A mediana de dias de internacdo foi de 19, variando
de 11 a 65 dias.

A terapia de reposi¢do enzimatica foi instituida em 46 (90,2%) pacientes. De acordo
com informagdes dos responsaveis, a mediana de utilizacdo da enzima administrada foi de
5346,88 unidades de lipase por kg/dia (510-15652). Entre os diferentes grupos de pacientes
ndo houve diferenga significativa na dose de enzima por kg/dia (teste de Kruskal-Wallis; P =
0,457).

Houve 10/51 (19,6%) pacientes com concentracfes de EL-1 fecal acima de 200ug/g,
sendo considerados suficientes pancreéaticos (SP). Em 41/51 (80,4%), o teste de EL
apresentou valores abaixo de 100ug/g e os pacientes foram considerados insuficientes
pancredticos (IP). Ndo houve pacientes com valores de EL-1 fecal entre 100ug/g e 200ug/g
(Figura 1).

Em relacdo aos pacientes com SP, 3/10 (30%) eram heterozigotos para AF508 e 7/10
(70%) pacientes nao apresentavam a mutacao AF508, seja em homozigose ou heterozigose.

No que se refere a amostra de pacientes com IP, 17/41 (41,5%) eram homozigotos para a
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mutagdo AF508, 14/41(34,1%) eram heterozigotos para AF508 e 10/41 pacientes (24,4%) nao
apresentavam a mutagdo AF508.

Houve associacdo estatisticamente significativa entre a mutagdo AF508 e a
concentracdo da EL-1 fecal <100ug/g (Tabela 1). Todos os homozigotos para AF508 (17/17)
apresentaram [P intensa. O grupo heterozigoto para AF508 apresentou proporgdes
semelhantes de concentragdes de EL-1 fecal.

Como pode ser observado na Tabela 1, todos os pacientes com concentracdo de EL-1
fecal <100pg/g utilizavam enzimas. Dos 10 pacientes considerados suficientes pelo teste de
EL-1 fecal, 5 (50%) faziam terapia de reposicdo enzimatica. A dose enzimética por kg/dia foi
similar entre os grupos com concentracdo de EL <100ug/g e >200ug/g, como pode ser visto
na Figura 2. Nao houve relacdo entre o sexo e a faixa etaria com a concentracdo da EL-1 fecal

<100ug/g (Tabela 1).

DISCUSSAO

A amostra do presente estudo foi constituida na totalidade de pacientes caucaséides.
Houve discreta predominéncia do sexo masculino, como ja& observado em casuisticas
anteriores 2223,

No que se refere a faixa etéaria, a média de idade dos pacientes foi de 9,11+4,74 anos.
Classificando os pacientes nos 3 grupos, de acordo com a presenca da mutacdo, a média de
idade entre os homozigotos foi de 9,10 +4,82, entre os heterozigotos de 8,72 + 5,32 e 0s com
auséncia de AF508 foi de 9,52 + 4,28. Sete (14%) pacientes eram menores de 2 anos. Nao
houve relacdo entre idade e a maior ou menor concentragdo de EL-1 fecal. A EL-1 fecal tem
sido relacionada a idade apenas nas primeiras semanas de vida. Baixos valores foram

encontrados em recém-nascidos prematuros e a termo. Von Seebach e Henker ¥ analisaram

fezes de 28 criancas nascidas pré-termo e 27 criancas a termo e observaram um valor medio
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de EL de 63,9 pg/g no meconio, que aumentou gradualmente para 200 pg/g em um mes,
independente da idade gestacional. Assim, a EL-1 fecal é baixa nas primeiras semanas de vida
de criancas ndo portadoras de FC e subira aos niveis normais em lactentes SP.

No presente estudo, 90,2% (46/51) dos pacientes considerados clinicamente IP, faziam
corretamente o uso de enzimaticas pancreaticas. Cinco (10,8%) pacientes, com idades de oito
meses a 10 anos, que utilizavam enzimas, apresentaram EL-1 fecal acima de 200ug/g, o que
configura SP.

Borowitz et al. ® estudaram 1.215 individuos de 33 locais credenciados na Cystic
Fibrosis Foundation Registry, de Nova York, pelo periodo de 6 meses. A média de idade dos
pacientes foi 13,5 anos, variando de um més a 64 anos. Fazia parte do estudo a suspensao das
enzimas pancreaticas na dependéncia do resultado do teste da EL-1 fecal >200ug/g, exceto
para os individuos que apresentaram pancreatite. A EL-1 fecal estava <200ug/g em 1.074
(88,4%) individuos, 1.050 recebiam enzimas pancreéticas e 24 ndo recebiam enzimas. Estes
24 pacientes, portanto, foram incorretamente classificados em relacéo ao estado funcional do
pancreas. A concentracdo EL-1 fecal foi de >200ug/g em 141 (11,6%) individuos. Sessenta
(42,5%) ndo faziam terapia de reposicdo enzimética e foram classificados corretamente como
suficientes pancreaticos, mas 81 (57%) utilizavam enzimas pancreaticas sem aparentemente
necessitarem. Houve interrupcao da terapia de reposicdao enzimatica de 67/81 individuos que
nunca tinham apresentado pancreatite. Somente 23 (34,3%) concordaram em recolher fezes
para balango de gordura fecal. Mediram coeficiente de absorcdo de gordura (CAG) ap6s 1
més de interrupcdo de enzimas e tiveram uma média de 96,1% de CAG. Anterior a este
estudo, 181/1215 dos individuos nunca tinham realizado um teste objetivo para verificacdo da
funcdo pancreatica. A hipotese dos autores de que um nimero apreciavel de pacientes com FC

estavam classificados erroneamente, foi confirmada pelo teste da EL-1 fecal.
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Gullo et al. ®, analisaram trés grupos de criancas, sendo 27 saudéveis, 22 com FC e 23
sem doenca pancreatica. Compararam o resultado da EL-1 fecal com quimiotripsina fecal.
Vinte dos vinte dois pacientes com FC tinham valores de EL <20 pg/g. Houve diferencas
significativas entre os valores da EL-1 fecal dos pacientes com FC, e nos pacientes de 2
grupos foram altamente significativas (P<0,001). Os autores utilizaram o valor de 132ug/g
como ponto de corte, encontraram uma sensibilidade de 96% e uma especificidade de 100%
para determinacéo de IP.

Cade et al. ¥ estudaram 142 criancas com FC, sendo 93 homozigotos para AF508, 38
heterozigotos para AF508 e 11 ndo AF508. Somente Sete pacientes apresentaram-se SP pelo
teste. A mediana de EL-1 fecal dos pacientes IP foi de 10ug/g. Houve diferencas
estatisticamente significativas entre os valores da EL-1 fecal dos pacientes IP e SP
(P=0,0001), pacientes IP e grupo controle (P<0,0001), mas ndo houve diferenca entre os SP e
grupo controle. Os valores da mediana da EL-1 fecal dos homozigotos e heterozigotos ndo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas (P=0,62).

No presente estudo 80,4% (41/51) dos pacientes nos quais havia suspeita de IP,
apresentaram niveis de EL-1 fecal abaixo de 100ug/g, assim como no estudo de Galvao e
cols. ®®, em que a EL-1 fecal revelou IP grave na maioria dos casos. Na nossa amostra 78%
(40 /51) dos pacientes estavam com EL-1 fecal abaixo de 15 pg/g (limite inferior da deteccéo
do ensaio). Como ja descrito por Meyts et al. ”, 76% (19/25) dos pacientes estudados
apresentaram valores muito baixos. Resultados similares foram observados por Phillips et al.
(12) onde a concentracdo da EL-1 fecal dos pacientes com FC homozigotos para AF508
(15/15) estava abaixo de 15 pg/g (limite inferior do ensaio). No presente estudo, 17 pacientes
homozigotos para AF508 apresentaram concentracdo de EL-1 fecal abaixo de 100ug/g. O
mesmo ndo ocorreu em relagcdo aos pacientes heterozigotos. Estes resultados estdo de acordo

com a literatura geral em que os pacientes homozigotos para AF508 apresentam maior relagao
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com a IP que os heterozigotos e os ndo AF508 %Y. Esse estudo apresentou mediana da EL-1
fecal entre os grupos com valores muito baixo (<15pg/g), semelhante ao de Cade et al. ¥,
que relatam mediana de 10ug/g entre os IP.

Na presente investigacdo, nos pacientes em idade escolar, na faixa dos 10 aos 17 anos,
predominou o grupo de concentracdo de EL-1 fecal <100ug/g. Foram encontradas 5 (12,5%)
criangas menores de dois anos com concentragdo de EL-1 fecal <100pg/g. Walkowiak et al.
2% encontrou em sua casuistica que 100% (27/27) dos pacientes apresentavam IP aos 12
meses de idade.

Durie e cols. ®®, em estudo sobre testes de funcio pancreatica, para pacientes com FC,
relatam alguns critérios a serem observados para que o teste seja satisfatorio. A tabela 2
incorpora estes critérios em relacdo a EL-1 fecal e acrescenta aspectos ndo positivos do teste.

Considerando as limitacGes de testes diretos e indiretos para avaliagdo da funcdo
pancredtica exdcrina, a EL-1 fecal € uma alternativa atraente para a deteccdo e
acompanhamento da insuficiéncia pancreatica *® e pode ser utilizado como teste de triagem
para classificar o estado pancredtico e tornar-se padrdo no cuidado com 0s pacientes
portadores de FC ®.

Este estudo conclui, portanto, que foi possivel padronizar o teste EL-1 fecal, o qual se
revelou de facil execucdo com amostras reduzidas de fezes. Ndo houve relacdo entre valores
da EL-1 fecal com sexo e idade. A atividade de EL -1 fecal <100 pg/g, indicativa de
insuficiéncia pancreética grave, foi observada em 17/17 (100%) pacientes homozigotos para a
mutagdo AF508; 14/17 (82,3%) heterozigotos para a mesma mutacdo e em 10/17 (58,8%)
pacientes com auséncia de AF508. Cinco de 46 (10,8%) pacientes em terapia de reposicdo
enzimatica apresentaram atividades de EL-1 fecal >200ug/g, indicativas de suficiéncia

pancreatica.
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ANEXO A - ILUSTRACOES E TABELAS
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Figura 1 - Valores da Elastase fecal categorizados em trés faixas na popula¢éo em estudo




Tabela 1 — Relagdo entre idade, sexo e mutagdo AF508 com a Concentragdo da Elastase

Insuficiéncia Pancreética

Variaveis Intensa Moderada Ausente P
(EL<100 pg/g)  (100<EL<200n (EL>200p0/g)
n=41 g/)n=0 n=10
n (%) n (%) n (%)
Sexo
Masculino 26 (63,4) 6 (60,0) 1,000*
Feminino 15 (36,6) 4 (40,0)
Faixa etaria
< 2 anos 5(12,2) 2 (20,0) 0,474**
2 —9anos 15 (36,6) 5 (50,0)
10— 17 anos 21 (51,2) 3 (30,0)
Mutacao
Homozigoto p/ AF508 17 (41,5) 0 (0,0) 0,010**
Heterozigoto p/ AF508 14 (34,1) 3 (30,0)
Auséncia de AF508 10 (24,4) 7 (70,0)
Terapia de reposicao
enzimatica
Sim 41 (100,0) 5 (50,0) 0,001*
Né&o 0 (0,0) 5 (50,0)
Lipase unid. Kg/dia— 5427,1 3381,1 0,280**
Mediana (Min — Max) (510 — 15652) (2520 —4932,0) *

* teste Exato de Fisher
** teste qui-quadrado de Pearson
*** teste de Mann-Whitney
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Tabela 2 — Pontos negativos e positivos da Elastase-1 fecal

Pontos negativos Pontos positivos

A concentracdo da EL-1 fecal é

modificada em presenca de

lesdo intestinal®® e flora

intestinal alterada®® Boa correlagdo entre o teste secretina -pancreozimina®

A interpretacdo deve ser
cuidadosa em fezes diarréicas®® Nao é degradada no transito intestinal™

Incapacidade de distinguir IP

primaria da secundaria” (25)

Espécime de facil obtencéo
Avalia apenas a IP endégena®™  Sem armazenamento especial >
Boa aceitacdo dos pacientes®
Facil execugdo™

N4o invasivo™®®

Baixo custo'*

N4o reage com as enzimas suinas®
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Figura 2 - Quantidade (u) de lipase kg/dia em pacientes com concentragdo de EL-1 fecal <100ug/g e >200ug/g.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Fibrose Cistica é uma doenca genética em que ha prejuizo no funcionamento de uma
série de Orgdos. O pancreas geralmente ndo consegue produzir em quantidade suficiente as
enzimas que facilitam a digestdo,fazendo com que haja deficiéncia na absorcdo dos nutrientes
e gorduras pelo organismo, podendo causar fezes mal formadas e dificuldade para ganhar
peso.

Como ¢ fundamental manter uma nutricdo adequada, as criangas cujo pancreas ndo
consegue mais produzir enzimas em quantidade suficiente para uma digestdo adequada
recebem essas enzimas através de medicacdo. De modo geral, avalia-se o funcionamento do
pancreas dos pacientes com Fibrose Cistica através da observacdo das caracteristicas de suas
fezes, e quantidade de enzimas a ser recebida é decidida de acordo com a resposta do paciente
ao tratamento.

Neste estudo sera realizado um exame, ja aplicado em outros hospitais que avalia a
funcéo do pancreas atraves de uma substancia presente nas fezes. Serdo necessarias amostras
de fezes e de sangue, e preferencialmente serdo utilizadas amostras coletadas para exames da
assisténcia do paciente. Caso contrario, serdo realizadas coletas de fezes e/ou sangue para a
pesquisa, da mesma forma como séo realizadas as coletas assisténcias. A recusa em particular

do estudo ndo trara prejuizo no seu acompanhamento ou de seu filho na instituicéo.

Eu,

, fui informado dos objetivos e da justificativa dessa pesquisa de forma clara e

detalhada. Recebi informacdes especificas para cada procedimento na qual eu ou meu filho(a)
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estaremos envolvidos, dos desconfortos previstos bem como dos beneficios esperados.Todas
as minhas davidas foram respondidas com clareza e sei que poderei solicitar novos
esclarecimentos a qualquer momento.Sei ainda que novas informacgdes obtidas durante o
estudo me serdo fornecidas e que terei liberdade de retirar meu consentimento de participacao
na pesquisa face a essas informag6es. Também fui informado(a) de que, se houver gastos, eles
serdo absorvidos pelo orgamento da pesquisa.

Paciente:

Responsavel:

Pesquisador

Orientador

Data:



ANEXO B - DADOS DO PACIENTE

Nome: Idade: Sexo:
Data de nascimento:

Prontuério:

Endereco:

Data da internacao: Data da alta:

Dados Clinicos:

Motivo da internacdo: check-up () Outros motivos:
Mutacdo da fibrose:

Suplementacéo de Enzima? () sim () ndo Dose:
Avaliacdo Nutricional: Data:

Peso:

Estatura/comprimento

Diagndstico nutricional:

Data do armazenamento das fezes:

OBS.:

Exames laboratoriais:



ANEXO C - BANCO DE DADOS
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Lipase por Perc P/E* | DIAG NUT _
Num | Sexo | EL-1 | KG/dia IDADE | Perc IMC Motivo Internacdo | MUTACAO
1 2 <15 4056 12,18 25,64 3 1 3
5 2 <15 510 13,73 40,82 3 1 1
8 1 <15 5962,05 11,97 41,483 3 1 1
9 1 <15 2337,66 10,22 26,94 3 1 1
10 |1 <15 6160,16 2,10 17,48 2 2 1
13 |1 <15 6037,73 14,53 0 1 2 2
14 |1 <15 8391,6 2,38 93,8 3 2 1
16 |1 <15 7605,63 13,56 7,45 1 1 2
17 |1 <15 8843,53 12,24 3,12 1 1 3
18 |2 428,16 | Néo utiliza 7,73 1,5 1 1 2
19 |2 <15 1400 13,04 69,01 3 1 2
20 |1 <15 4897,95 12,23 77,73 3 1 2
22 |2 411,89 | 2520 0,69 *0,63 1 1 2
23 |1 <15 10557,18 12,22 23,34 2 1 1
26 |2 <15 13186,81 5 54,4 3 2 2
27 |1 <15 3945,20 9,29 85,57 3 1 1
29 |2 431,17 | Néo utiliza 13,07 73,73 3 1 3
32 |2 <15 7384,61 7,02 19,51 2 2 2
33 |1 269,74 | 4102,56 10,90 30,62 3 2 3
3% |1 <15 6369,42 12,79 23,07 2 2 2
36 |1 212,34 | N&o utiliza 1,55 *52,81 3 1 2
40 |1 <15 7243,46 0,37 *63,08 3 2 2
41 |1 <15 9411,76 8,63 51,54 3 1 2
42 |1 <15 15652,17 1,91 *71,47 3 2 3
43 |2 <15 2425,87 1,73 *3,9 1 2 3
44 |2 <15 7272,72 5,73 12,75 2 1 2
45 |1 <15 4687,5 17,06 13,78 2 1 2
46 |2 <15 2185,79 16,5 47,95 3 Ambulatério 3
49 |2 <15 1304,34 6,33 54,59 3 Ambulatério 2
50 |2 <15 39735 0,31 *24,48 2 2 1
51 |2 <15 6013,66 9,66 91,93 3 Ambulatério 1
53 |1 346,51 | Néo utiliza 6,70 7,06 1 1 3
54 |2 448,83 | 49315 8,91 44,66 3 Ambulatério 3
56 |1 444,73 | Ndo utiliza 14,08 16,84 2 Ambulatério 3
57 |2 <15 8530,8 15,30 26,22 3 2 1
58 |1 <15 747774 9,91 26,21 3 Ambulatério 3
59 |1 <15 4081,63 16,02 12,97 2 1 2
60 |2 <15 2051,28 14,41 73,61 3 1 3
61 |2 <15 224791 6,94 80,2 3 2 1
62 |1 <15 5448,71 12,23 5,77 1 2 1
63 |1 <15 1395,34 10,08 92,3 3 1 3
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65 |1 40,19 |2418,13 9,43 89,48 3 2 3
68 |1 <15 3185,84 13,33 16,87 2 2 1
69 |1 <15 5517,24 13,70 42,39 3 2 1
72 |1 424,64 | 3381,14 9,82 1,01 1 1 3
73 |1 268,94 | 2608,69 5,83 91,9 3 1 3
74 |1 <15 1541,09 9,75 39,82 3 1 1
75 |2 <15 5405,4 4,10 54,08 3 2 3
76 |1 <15 10760,86 1,07 *5,72 1 2 1
78 |1 <15 4556,96 5,92 0,14 1 2 2
80 |1 <15 7000 10,51 81,67 3 1 1

Sexo: 1=Masculino

2=Feminino

Diagnostico nutricional: 1= desnutri¢do
2= risco nutricional

3=eutrofico

Motivo de internagéo: 1= check-up

2= outros motivos

Mutacéo: 1=homozigoto p/ AF508
2=heterozigoto p/ AF508

3= auséncia de AF508




