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SIMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS

FC — Fibrose Cistica
CF — do inglés “Cystic Fibrosis”
SK — Shwachman-Kulczycki

cftr — gene cftr

CFTR — proteina CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)

TIR — tripsina imunorreativa

IRT — tripsina imunorreativa, do inglés “Imunoreactive Trypsin”
BMI — indice de massa corporal, do inglés “Body Mass Index”
FEV1%pred — Volume expiratério maximo no 1° segundo, do ingl
expiratory volume in the first second”

FVC — do inglés “ forced vital capacity”

IMT — do inglés “Inspiratory Muscle Training”

VOzmax — do inglés “Maximum Oxygen Volume”

QOF — qualidade de vida, do inglés “Quality of Life”

PEF — do inglés “peak expiratory flow”

predict forced

CFQ-R — questionério de fibrose cistica, do inglés “Cystic Fibrosis Questionnarie -

Revised”

QWB scale — do inglés “Quality of Well-Being”
CFTR1 - banco de dados de mutagdes no gene cftr
CFTR2 — banco de dados de mutagdes no gene cftr
REBRAFC — Registro Brasileiro de Fibrose Cistica
FDA — do inglés “Food and Drug Administration”
P. Aeruginosa — bactéria Pseudomonas Aeruginonas
B. cenocepacia — bactéria Burkholderia cenocepacia
B. multivorans — bactéria Burkholderia multivorans
MRSA — do inglés “Methicillin Resistant Staphylococcus Aureus”
WT — do inglés “wild type”

sGC — do inglés “guanylate cyclase”

NO — do inglés “nitric oxide”

NPD — do inglés “nasal potential difference”

12



LCI — do inglés “Lung Clearance Index”

ARNmM — Acido Ribonucleico Mensageiro

COX — do inglés “cyclooxygenase”

Ibu-NPs — do inglés “ibuprofen-encapsulating polymer nanoparticles”
RE — do inglés “endoplasmic reticulum”

SERCA — do inglés “Sarco endoplasmic reticulum calcium ATPase”
PLGA — do inglés “poly(lactic-co-glycolic acid)”

SAHA — do inglés “Suberoylanilide hydroxamic acid”

HDAC — do inglés “Histone acetyl deacetylases”

EGCG — do inglés “epigallocatechin-gallate”

TCLE — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TALE — Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

HRQOL - Qualidade de Vida Relacionada a Saude, do inglés “Health Related
Quality of Life”.

QVRS — Qualidade de Vida Relacionada a Saude.
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RESUMO

A Fibrose Cistica (FC) é uma doenca genética resultante da inativacdo completa ou
parcial da proteina CFTR, geralmente, em decorréncia de mutacdes no gene cftr. As
mutacdes do gene cftr possuem incidéncia variavel de acordo com grupos étnicos e
localizacdo geogréafica. O fendtipo da FC é parcialmente definido pelo genétipo do
paciente. O diagndstico precoce e 0 estudo genético estdo associados com inimeros
beneficios no quadro clinico e prognostico do paciente. O objetivo inicial desse
estudo foi analisar as complexidades clinico-laboratoriais de pacientes com FC,
atendidos em Goiania. Para tal objetivo, inicialmente, 66 pacientes com fibrose
cistica foram analisados com base na mutacdo mais freqliente F508del. Em seguida,
51 pacientes foram analisados conforme a classe mutacional e auséncia de mutagao
cftr. A qualidade de vida foi analisada em 24 pacientes com FC e 12 pais e/ou
cuidadores com a aplicacdo do Cystic Fibrosis Questionnaire-Revised (CFQ-R).
Outro objetivo foi identificar, com base na literatura, as inovacdes nas estratégias de
tratamento direcionadas aos nossos pacientes com FC. Assim, as mutacOes
encontradas em pacientes tratados em Goiénia foram analisadas sob a perspectiva da
medicina de precisdo. Os exercicios fisico aerdbico e de forca foram abordados como
forma de tratamento para pacientes com FC por uma revisdo sistematica de literatura.
Nossos resultados demonstram que pacientes com FC homozigotos e hetorizogotos
F508del tiveram diferenca nos valores de cloro no teste do suor e o diagnostico
precoce esteve associado ao melhor quadro clinico. Os pacientes analisados com
mutacdes classes 1\V/V tiveram diagnostico mais tardio comparado aos pacientes com
mutacdes classes I/Il. Os pacientes sem mutacdo no gene cftr apresentaram menor
valor de cloro no teste do suor, quando comparado a pacientes com mutacgdes classe
I/11, e melhor quadro clinico comparado a pacientes com mutaces no gene cftr.
Aproximadamente 22,2% dos pacientes com FC atendidos em Goiénia sdo elegiveis
para tratamentos da medicina de precisdo. De acordo com a literatura, 0s exercicios
aerobicos e de forca demonstraram ser benéficos para pacientes com FC, desde que o
tipo de exercicio seja prescrito de forma personalizada, quanto a modalidade e as

necessidades do paciente.

Palavras-chave: Mucoviscidose; cftr; Genotipo; Fendtipo; Proteina CFTR
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ABSTRACT

Cystic fibrosis is a genetic disease resulted by the CFTR complete or partially
inactivation, usually due to mutations in the cftr gene. The incidence of the cftr gene
mutations ranges according to ethnic groups and geographic location. The CF
phenotype is partially defined by patient's genotype. Early diagnosis and genetic
study are associated with many benefits in the patient’s clinical and prognostic
aspects. The initial aim of this study was to analyze the clinical-laboratory
complexities of CF patients attended in Goiania. For this purpose, initially, 66 CF
patients were analyzed based on the most frequent mutation F508del. After that, 51
patients were re-analyzed according to their respective mutation classes and absence
of cftr mutation. We also analyzed quality of life in 24 CF patients and 12 parents
and / or caregivers with the application of Cystic Fibrosis Questionnaire-Revised
(CFQ-R). Another aim was to identify, based on the literature, innovations in
treatment strategies targeted to our CF patients. Thus, the mutations found in patients
treated in Goiania were analyzed from the perspective of precision medicine. Our
data show a review of literature with potential mutation specific drugs which target
our patient’s genotype. We also investigated aerobic physical exercise and strength
as a form of treatment for CF patients by a systematic literature review. Our results
demonstrated that CF patients homozygous and heterozygotes F508del had a
difference in the chloride values in the sweat test, and early diagnosis was associated
with better clinical status. The CF patients analyzed with class IV / V mutations had
a later diagnosis compared to patients with class I / 1l mutations. While wild type cftr
patients had a lower chloride value in the sweat test compared to patients with class |
/ 11 mutations, and a better clinical picture compared to patients with mutations in the
cftr gene. Approximately 22.2% of the CF patients attended in Goiénia that we
analyzed are eligible for precision medicine treatments. According to the literature,
aerobic and strength exercises have been shown to be beneficial for CF patients,
provided that the type of exercise is prescribed in a personalized manner, regarding
the modality and needs of the patient.

Keywords: Mucoviscidosis; cftr; Genotype; Phenotype; CFTR protein
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1. INTRODUCAO

1.1. FIBROSE CISTICA

Os primeiros relatos da Fibrose Cistica (FC) foram no século XX. Em 1905, o
patologista Landsteiner realizou uma descri¢do anatomopatoldgica da FC em recém-
nascidos falecidos por ileo meconial (CAMPOS et al., 1996). Depois disso, outros
pacientes foram descritos com doenca celiaca atipica associada ao comprometimento
pulmonar. Em 1938, Dorothy Andersen formulou a hip6tese de uma doenca com
heranga familiar, autdssomica, sistémica, com lesGes pancreaticas, pulmonares e
sintomatologia inicial marcada pelo ileo meconial. A FC comecou a ser conhecida
como “fibrose cistica do pancreas” (ANDERSEN, 1938). O dano pulmonar causado
pela obstrucdo através do muco anormal viscoso, falha da funcdo mucociliar e das
infecgOes cronicas e recorrentes, foram relatados em 1943 dando origem ao nome
“mucoviscidose” (CAMPOS et al., 1996; LITTLEWOOQOD, 2002).

Ap6s uma onda de calor em Nova lorque, na década de 1940, Di Sant'Agnese
et al. (1953) identificaram que alguns pacientes com FC tinham como caracteristica
o0 suor salgado. Posteriormente, relataram também que todos os pacientes com FC
possuiam elevados niveis de cloro e sddio no suor. Entretanto, essa relagdo ja havia
sido constatada como um antigo dito popular europeu “Pobre crianca cuja testa ao
beijo é salgada. Estd enfeiticada e logo morrera” (WELSH; SMITH, 1995).
Atualmente, a FC ¢ conhecida como “a doenga do beijo salgado™.

O defeito do ion cloro nas células epiteliais das glandulas sudoriparas foi
elucidado em 1983 por Quinton e Bijman, que correlacionaram a desidratacdo das
secre¢des com a disfuncdo sistémica (FARIA, 2007). Finalmente, em 1989, o papel
do gene cftr foi descoberto, e se tornou evidente que a mutacao gerava alteracées na
proteina CFTR. O gene cftr foi, posteriormente, clonado e foi confirmado que se
tratava de um canal de cloro defeituoso localizado na membrana epitelial apical
(BEAR et al., 1992; KEREM et al., 1989; RIORDAN, 1989; ROMMENS;
IAMUZZI; KEREM, 1989).
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1.2. EPIDEMIOLOGIA

A FC é mais comum em caucasianos, com prevaléncia estimada de 1/2.500
nascidos vivos (RATJEN et al., 2015). A prevaléncia é variavel de acordo com a
geografia e etnia (ROWNTREE; HARRIS, 2003). Estima-se que cerca de 70.000
individuos no mundo todo séo afetados pela FC (CORVOL et al., 2015).

A prevaléncia da FC em afro-americanos é de aproximadamente 1/17.000,
menor que em outros grupos populacionais (JORDE et al.,, 2000). Em negros
africanos, a prevaléncia da FC é de aproximadamente 1/12.000, porém esses valores
podem estar subestimados (FEUILLET-FIEUX et al., 2004). Na Asia, a prevaléncia
da FC é ainda menor, de aproximadamente 1/90.000. A baixa prevaléncia em paises
tropicais foi associada a dificuldade de sobrevivéncia devido ao risco de desidratacéo
dos pacientes com FC, especialmente em lugares mais quentes. Por esse motivo, as
frequéncias alélicas teriam sido mantidas em proporcOes caracteristicas. Nao
obstante, a incidéncia da FC reduz conforme as regides mais quentes sao analisadas,
como por exemplo: Africa, sul da Asia, sul da Europa (PIER et al., 1998; STREIT et
al., 2003).

No Brasil, a incidéncia da FC varia entre as regides. A incidéncia no sul do
pais é proxima da encontrada na Europa, em outras regides é consideravelmente
menor. No RS, PR, SP, SC e MG a incidéncia varia entre 1/1.587, 1/6.803, 1/7.358,
1/12.048 e 1/20.408, respectivamente (ASSAEL et al., 2002; DAVIS; DRUMM,;
KONSTAN, 1996; RASKIN et al.,1993; RIBEIRO; RIBEIRO; RIBEIRO., 2002).

1.3. GENETICA DA FC

A FC é causada pela mutacdo no gene cftr que se localiza no brago longo do
cromossomo 7, regido 7¢g3.1 (Figura 1) (KNOWLTON et al., 1985). O gene contém
aproximadamente 250kb de &cido desoxirribonucléico (DNA) gendmico com 27
exons e codifica um acido ribonucléico mensageiro de 6,5kb (COLINS, 1992). O
RNA é transcrito na proteina transmenbrana reguradora do transporte iénico, Cystic
Fibrosis Transmembrane Condutance (CFTR), composta por 1.480 aminoacidos
(DEVLIN, 1998).
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Figura 1 — Localizagdo do gene cftr no cromossomo 7.
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Adaptado de: GENETICS HOME REFERENCE, 2018.

1.4,  MUTACOES NO GENE cftr

Mais de 2.000 mutacdes sdo descritas no gene cftr (CFTR1). As mutacdes
variam de acordo com a etnia e localizacdo geografica dos pacientes (SINGH et al.,
2015). A primeira mutacdo conhecida é a F508del, que é a mutacdo mais comum em
todo o mundo, especialmente na populacdo caucasiana (OTTO; NETO; OTTO,
2013). O alelo F508del é responsavel por 70% do fenotipo de pacientes com FC
(BORTHWICK, 2011), porém, possui freqiéncia varidvel em paises com alta
miscigenacdo como o Brasil. Trata-se de uma mutacdo no éxon 10, que consiste na
delecdo de 3pb (ATT) na posicdo 508, resultando na perca do aminoacido
fenilalanina (NUSSBAUM et al., 2002; SELIMOVIC et al., 2015). As mutacgdes do
gene cftr sdo divididas em VII classes de acordo com o0 mecanismo interrompido e
funcao residual da proteina (Figura 2).

Figura 2 — Classes das mutac6es no gene cftr

oo

oy

Classe [ Classe I Classe Il Classe IV Classe V Classe VI Classe VII

Fedugio da
condutancia

Adaptado de: DE BOECK; AMARAL, 2016
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As mutagOes de classe | séo nonsense, frameshift, splicing aberrante, grandes
delecdes ou insercdes que criem um codon de parada prematura, consequentemente
gerando uma proteina truncada que séo rapidamente degradadas (FRISCHMEYER,;
DIETZ, 1999; HENTZE; KULOZIK, 1999). Essas mutacOes afetam a sintese da
proteina e estdo relacionadas a fenétipos mais graves (HAARDT et al., 1999).

A classe 1l € o grupo da mutacdo mais comum, F508del. Essas mutacdes
afetam a maturacdo da proteina e como resultado, pequenas quantidades de proteina
parcialmente funcionais chegam a superficie da membrana apical (BOYLE; DE
BOECK, 2013). Dessa forma, as mutacOes da classe Il em geral estdo associadas a
fenotipos mais graves (HAARDT et al., 1999).

As mutacdes de classe 1l resultam em uma quantidade normal de proteina,
em contrapartida, o tempo de abertura do canal CFTR é extremamente reduzido
(SCHWIEBERT et al., 1995). As mutacdes de classe IV afetam a condutividade do
canal CFTR. A quantidade de proteina € normal, porém, apenas com funcao residual
(AKABAS et al., 1994; SHEPPARD et al., 1993). A classe IV esta relacionada a
fendtipos mais brandos (BOMBIERI; SEIA; CASTELLANI, 2015).

As mutacbes de classe V levam a diminuicdo de proteinas na membrana
epitelial apical afetando o0 ARNm ou aumentando o turnover da proteina CFTR.
Também, esta relacionada a feno6tipos mais brandos (HIGHSMITH et al., 1994). As
mutacdes classe VI afetam a estabilidade da proteina funcional, relacionada a
fendtipos mais graves (ZIELENSKI, 2000), a proteina CFTR possui meia vida
reduzida em até seis vezes (HAARDT et al., 1999).

Classe VII sdo mutacGes em que ndo ocorre transcricdo de ARNm (DE
BOECK; AMARAL, 2016). Essa classe pode ser descrita como classe Ib, e a classe |
é referida como la. A classe la resulta na auséncia de proteina e a classe Ib consiste
na auséncia de ARNm (MARSON; BERTUZZO; RIBEIRO, 2016).

1.5. PROTEINACFTR

A proteina CFTR é formada por uma parte hidrofobica, uma hidrofilica e uma
polar. A regido hidrofébica possui dois dominios membranares com seis segmentos

transmembrana. A regido hidrofilica possui dois dominios NFB’s (nucleotide-ATP-
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binding folds) que se liga a ATP e um dominio polar R que possui sitios para
fosforilacdo pelas proteinas quinase A e C e N-glicosilase (DEVLIN, 1998;
RIORDAN, 1989). Os dominios membranares séo o poro do canal CFTR (WELSH;
SMITH, 1993; ZIELENSKI; TSUI, 1995), enquanto os dominios de ligacédo
controlam a atividade do canal pela hidrdlise de ATP. Cada dominio NFB possui
uma funcdo, o NBF1 é responsdvel pela abertura do canal e codificado por
sequéncias encontradas do exon 9 ao 12, e o NBF2 € responsavel pelo fechamento do

canal, codificado por sequencias do exon 19 ao 23.

1.6. DIAGNOSTICO DA FC

O diagndstico da FC pode ser realizado pela triagem neonatal que verifica a
dosagem da tripsina imunoreativa (TIR). A TIR é uma enzima pancreatica que, em
decorréncia da obstrucdo dos ductos, geralmente, é detectada em altas concentracfes
em pacientes com FC (ADDE et al., 2002; ANDRADE; ABREU; SILVA, 2001,
CASTELANNI et al., 2016). No Brasil, o Ministério da Satude tornou obrigatoria a
triagem da FC no “teste do pezinho”. A abrangéncia de estados e a realizagdo do
teste de maneira apropriada no Brasil é alvo de questionamento de alguns autores
(CABELLDO et al., 2003). A Fundacéo de Fibrose Cistica, em 2008, recomendou um
protocolo para diagnostico e triagem de pacientes, posteriormente adaptado pelas
Diretrizes Brasileiras de Diagndstico e Tratamento da Fibrose Cistica (Figura 3).
Alguns estados do Brasil, como Rio Grande do Sul, estdo desenvolvendo uma
triagem neonatal especifica para FC envolvendo a genotipagem baseada em
mutacdes locais mais frequentes (RISPOLI et al., 2018).
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Figura 3 — Conduta de triagem neonatal para Fibrose Cistica

Resultado da Triagem Meonatal para FC:

ldade
Ate 4 semanas

l :l 4 - & semanas

= 29 mmaol/L

| TIR/TIR {(1* dosagem até § dias de vida, 2* dosagem até 30 dias de wvida) I :|

Avaliacado no Centro de Fibrose Cistica:

| Teste do Suor (2 amostras)

=z 60 mmol/L

30 a 59 mmol /L

4

0-1 mutacao OU
sem estudo genético

FC improvavel

4

Diagnostico de FC

Y

FC possivel

- Pesquisa de mutacoes

- Avaliacao clinica

- Imiciar tratamento para
manutencao da sadde

- Teste do suor nos irmaos

Encaminhamento para Centro de FC:

Pesguisa de mutacoes FC:
paingis ou sequenciamento
do gene CFTR

Meétodos auxiliares

v —

Repetir o Teste do Suor

1 a 2 meses

2 a 6 meses

FC = fibrose cistica; TIR = tripsina imunoreativa. Fonte: Diretrizes brasileiras de diagndstico e tratamento da

fibrose cistica.

Sinais clinicos indicam a FC como uma hipétese diagnéstica, dentre eles:
doenca pulmonar cronica por patdgenos comuns na FC; tosse e expectoracao cronica;
anormalidades persistentes na radiografia de torax; polipos nasais; baqueteamento
digital; hepaticas e/ou nutricionais;
sindromes de perda de sal, entre outras (ROSENSTEIN; CUTTING, 1998). O teste
do suor € um parametro importante para o diagnostico da fibrose cistica. Os valores
<30mmol/L; 30 — 59mmol/L
intermediério; alterado > 60mmol/L. O teste do suor deve ser realizado duas vezes,
em dias diferentes (DIRETRIZES BRASILEIRAS DE DIAGNOSTICO E

TRATAMENTO DA FIBROSE CISTICA, 2017). O estudo de mutagdes também ¢é

alteracBes gastrointestinais, pancreéticas,

de referéncia do cloro no suor sdo: normal

recomendado e possui inimeros beneficios (Quadro 1).
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Quadro 1- Beneficios do estudo de mutag¢Bes no gene cftr

1. Pacientes com diagnéstico estabelecido de FC:

- Para indicacéo de terapia mutacdo-especifica

- Para determinacédo de prognostico (correlacdo genétipo-fenétipo)

2. Investigacdo de formas atipicas de FC.

3. Aconselhamento genético:

- Individuos assintomaticos e sem histérico familiar de FC, quando o cdnjuge tem FC ou é portador
assintomatico de mutacéo no gene cftr (heterozigoto)

- Individuos assintomaticos quando sdo parentes de primeiro, segundo ou terceiro graus de caso de
FC na familia

4. Diagnéstico pré-natal/pré-implantacdo de FC:

- Em futura gestacéo ou na gestacao atual, em casais que ja tem um filho com FC

- Em casais heterozigotos, se o teste ndo pode ser feito em um filho com FC

- Em embribes de casais heterozigotos

- Quando o feto apresentar intestino hiperecogénico, dilatacdo de alcas intestinais, retardo de

crescimento ou supercrescimento sugestivo de dissomia uniparental

FC: Fibrose Cistica. Adaptado de: Diretrizes brasileiras de diagndstico e tratamento da fibrose
cistica.

1.7  TRATAMENTO FC

O tratamento de pacientes com FC é direcionado a uma equipe
multidisciplinar devido o cardcter multisisttmico da doenca. O tratamento
anteriormente era baseado em reduzir os sintomas, retardar os acometimentos
progressivos, melhorar a qualidade de vida e o prognostico dos pacientes
(ALVAREZ et al.,, 2004). Com o avango das pesquisas envolvendo o aspecto
genético da FC, uma nova era de tratamento para o defeito genético do gene cftr e

com carater individualizado tem obtido resultados promissores.

Os estudos da farmacogenética deram inicio a uma nova compreensao sobre a
associacdo genética e farmaco. Inicialmente descrita por Voguel, trata-se de uma
ciéncia que estuda as influencias genéticas, de genes isolados, nas respostas a
medicamentos especificos. De maneira complementar, a farmacogendmica é uma
ciéncia que envolve o estudo de varios genes e as respectivas interacfes
(CHOWBAY; ZHOU; LEE, 2005). A farmacogenética e a farmacogenémica
contribuiram para a medicina de precisdo, anteriormente conhecida pelo termo

medicina personalizada. Esses estudos sdo primordiais para préatica clinica,
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inicialmente utilizados na oncologia e, atualmente, aplicaveis a diversas doencas
genéticas, como a FC (PINHO; SITNICK; MANGUEIRA, 2014).

A medicina de precisdo é um termo mais recente, amplamente utilizado apds
o discurso de langamento da “Precision Medicine Initiative” pelo entdo presidente
Barack Obama em 2015. Trata-se de uma abordagem sistémica com integracdo da
ciéncia, tecnologia e pesquisa. As condutas sdo baseadas em caracteristicas
individuais e em estratégias preventivas visando a melhora do paciente (COLINS;
VARMUS, 2015). Dentre as individualizades levadas em consideracdo na

abordagem, cita-se a genética, o estilo de vida e o ambiente (HODSON, 2016).

Atualmente, com base na medicina de precisdo, a terapia mutacdo especifica
tém sido utilizada para alguns genotipos, apresentando melhora significativa da
funcdo pulmonar e niveis de cloro no teste do suor em pacientes com FC (BOYLE;
DE BOECK, 2013; RAMSEY et al., 2011). As terapias ja disponiveis possuem acdo
de potencializar ou corrigir a fungdo CFTR, apenas em classes mutacionais
especificas (ANDERSON; WELSH, 1992).

No Brasil, dois novos medicamentos para terapia mutacdo especificos foram
aprovados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria em 2018. Apesar da
abragéncia da medicina de precisdo, esse estudo foi realizado com base nas
complexidades clinicas e caracteristicas genéticas apresentadas pelos pacientes com
FC. No que concerne a medicna de precisdo, nosso objetivo foi contribuir com
inovacOes elegiveis para o tratamento da FC, bem como, fornecer subsidios para
criacdo de ferramentas especificas para o diagnostico precoce na cidade de Goiania,

Goias, Brasil.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral foi propor inovagdes estratégicas, com base em aspectos

genéticos, para o acompanhamento de pacientes com Fibrose Cistica atendidos em

Goiania, Estado de Goias, Brasil (Figura 4).

Figura 4 — Mapa mental cujo diagrama representa todas as abordagens

mencionadas no estudo.

com fibrose cistica. Dentre

medicamentos especificos
mutagio dos pacientes.

Inovacio terapéutica: refere-ze a novas
ideias na tempéutica dos pacientes

exercicio  fisico como tratamento
baseado em caracteristicas especificas
do  pacients e utilizagdo

Perspectiva da medicina de
precizsdo: analise das rmuagdes
presenites nos pacientes com FC
da cidade de Goiinia, pam
identificar pacientes elegiveis
para terapia mutagio especifica.

Objetive geral: propor|inovagées Estmtégiu:as:|cmn base an|aspeu:tns genéticos,

para o [acompanhamento de pacientes com Fibrose Cistiu::1| atendidos em

Golama, Estado de Goias, Braszil.

IMC;

Complexidades clinico-
laboratoriais, comeo: tipo  de
diagnéstico; idade do diagnodstico;
valor de cloro no suor; gendtipo;
z-score do IMC; fungio
pulmonar; qualidade de vida, entre
outros.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O alcance do objetivo geral foi planejado para ser gradualmente atingido

mediante 0s objetivos especificos abaixo propostos:

Estudo: “Early diagnosis of cystic fibrosis is a more relevant factor on

Shwachman-Kulczycki score than highly increase values of sweat test”

Objetivo especifico 1: Analisar as complexidades clinico-laboratoriais de

pacientes com FC atendidos em Goiania.

Estudo: “The role of cftr mutation classes in the age of diagnosis in cystic

fibrosis patients”

Obijetivo especifico 2: Analisar a relagdo entre gendtipo e fendtipo de pacientes

com FC atendidos em Goiania.

Estudo: “Health-related quality of life: clinical data associations in cystic

L » fibrosis patients”

Objetivo especifico 3: Avaliar a qualidade de vida dos pacientes com FC.

atendidos em Goiania.

Estudo: “Genotypic analysis of the gene cftr in midwest region of Brazil and

precision medicine: new possibilities”

Objetivo especifico 4: Identificar pacientes geneticamente elegiveis as terapias

_> - -
medicamentosas atuais.
Objetivo especifico 5: Descrever o “Estado da Arte” em terapias
medicamentosas baseadas no gendtipo de pacientes com FC.
Estudo: “Benefits of aerobic exercise and strength training in cystic fibrosis
patients — A systematic review of literature”
e

Obijetivo especifico 6: Revisar de forma sistematica o treinamento aerébico e

resistido para pacientes com FC.
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3. METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

O protocolo do estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal de Goias — UFG, numero do parecer 2.017.126 (Anexo 1). Os
aspectos éticos da resolucdo n°466/12 foram levados em considera¢do durante a
coleta e exposicdo dos dados. O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Apéndice 1), termo de assentimento (TALE) (Apéndice 2) e o TCLE para

responsavel (Apéndice 3) foram devidamente utilizados.

3.2 COLETA DE DADOS

3.2.1 Coleta de dados dos pacientes

Os dados de prontuarios foram coletados de pacientes com FC atendidos no
ambulatério de FC do Hospital das Clinicas de Goiania. A coleta foi realizada no
periodo de outubro de 2016 a outubro de 2018. A coleta de dados abrangeu aspectos
demogréficos, clinicos e laboratoriais. Analisamos, em especial, as seguintes
variaveis: idade do paciente ao diagnostico, valor do cloro no teste do suor, escore
clinico SK, IMC (para pacientes com menos de 20 anos e para pacientes acima de 20
anos), escore z do IMC, insuficiéncia pancreatica (IP), volume expiratério for¢ado no
primeiro segundo predito (VEF1%). O instrumento utilizado para coleta de dados dos
prontuérios esta disponivel no Apéndice 4. Os dados genotipicos também foram
coletados dos registros médicos do paciente, a maioria deles detectados usando a
plataforma Illumina HiSeq. O numero de pacientes cujos dados foram coletados foi

variavel ao longo da pesquisa (Figura 5).
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Figura 5 — Percurso da composic¢ao das amostras dos estudos

Anélise de dados dos pacientes Revisdo sistematica da literatura
com FC de acordo com as sobre exercicio fisico aerébico e de
complexidades clinico- forca como forma de tratamento
laboratoriais (n=66) para FC (10 artigos — n=212

pacientes e 54 controles)

Andlise de dados de pacientes Anélise da perpectiva da
com FC de acordo com a classe medicina de preciséo, por uma
ou auséncia de mutagdo no gene revisdo de literatura, das

cftr (n=51) mutacdes no gene cftr presentes

no estado de Goias (n=36)

Perda de seguimento e
pacientes fora dos critérios de

inclusdo

Anélise da qualidade de vida de
pacientes com FC (n=36 — 24
pacientes e 12 pais e/ou

cuidadores)

FC = fibrose cistica. Modelo extraido de: FORMIGA, 2009.

3.2.2 Questionarios de Qualidade de Vida

A qualidade de vida dos pacientes foi avaliada utilizando quatro versdes de
questionarios de Qualidade de vida em Fibrose Cistica (CFQ - R) (Anexo 8)
traduzidos e validados em portugués (ROZOV et al., 2006). Os critérios de inclusao
foram: pacientes com estudo de mutacdes cftr; e assinar o TCLE, TALE e TCLE
para responsaveis. Os critérios de exclusdao foram: pacientes com acometimento
neuroldgico que impedisse a compreensdo dos questionarios; pacientes com dois ou
mais sinais de clinicos de exarcebagdo. Os questionarios contemplam os pacientes,

pais e/ou cuidadores distribuidos conforme: pacientes com 6 a 11 anos; pacientes
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entre 11 e 12 anos; pacientes maiores de 14 anos e; pais e/ou cuidadores. As coletas
dos questionarios foram realizadas durante a consulta dos pacientes. Os questionarios
dos pacientes entre 6 e 11 anos foram aplicados pelo pesquisador responsavel, 0s
demais questionarios foram respondidos pelo paciente/responsavel de forma
individual, com auxilio somente quando solicitado pelo individuo. Previamente, os
pacientes responderam um questionario de estabilidade clinica (Anexo 9).

A anélise da HRQoL do gendtipo do paciente com FC foi realizada
organizando os pacientes em dois grupos genéticos: pacientes com mutacdes de
classe | ou Il; e pacientes com mutacdes de classe IV ou V. Pacientes heterozigotos
que tinham mutacdes de classe IV ou V e outra classe de mutacdo | ou Il foram
alocados na classe IV e V. Caso de heterozigose composta, mutacdes mais leves sdo
prevalentes no fendtipo. Pacientes com mutacdo de classe desconhecida tiveram

dados analisados de acordo com a classe do segundo alelo, quando aplicavel.
3.2.3 Dados bibliograficos de farmacos para FC

Os dados foram coletados no periodo de janeiro a setembro de 2018,
utilizando as seguintes bases de dados eletronicas: PubMed, LILACS, MEDLINE,
CAPES e SciELO. Os descritores utilizados na busca foram selecionados por meio
de Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) e Medical Subject Headings (MeSH):
regulador da condutancia transmembrana da fibrose cistica; terapia medicamentosa;
ensaio clinico. Os descritores foram utilizados em portugués, inglés e espanhol.
Além disso, termos sinénimos foram aplicados para aumentar a recuperacdo de
dados. Os dados dos ensaios clinicos foram pesquisados no ClinicalTrials.gov,
EudraCT ou site da respectiva empresa, usando o numero do estudo clinico ou o

nome do medicamento.
3.2.4 Dados bibliograficos de exercicios para FC

Os dados foram coletados de janeiro a fevereiro de 2018. A revisdo
sistematica foi realizada utilizando as seguintes bases de dado: PEDro (Base de
Dados de Evidéncia em Fisioterapia), LILACS, MEDLINE, PubMed, SCIELO,
BIREME e Portal de Periddicos da CAPES. Os DECS utilizados foram: fibrose
cistica; exercicio aerdbico; treinamento resistido. O DECS foi usado em trés idiomas
diferentes para os estudos selecionados, portugués, inglés e espanhol. Os critérios de

inclusdo foram: estudos primarios com exercicio fisico e pacientes com FC; artigos
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publicados em portugués, espanhol e inglés, no periodo de 1983 a abril de 2017; e
estudos que avaliassem os efeitos do exercicio fisico aerobico e do treinamento de
forca como possibilidade de melhorar o progndstico de pessoas com FC,
considerando que o individuo aderiu ao programa de exercicios de forma regular e
continua. Como critério de exclusdo: artigos com dados secundarios; artigos de
reviséo de literatura; e artigos ndo disponiveis na integra.

Em seguida, aplicou-se o teste de relevancia proposto por Pereira e Bachion
(2006). Para o teste de relevancia I, os resumos foram registrados para posterior
avaliacdo de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo. Para o teste de
relevancia Il, manuscritos completos selecionados pela triagem do teste de relevancia
| foram avaliados para coleta e analise de dados. Os artigos selecionados pelos testes
de relevancia | e Il foram avaliados por dois pesquisadores diferentes. Em caso de
discordancia, uma reunido de consenso foi realizada com um terceiro pesquisador. A
concordancia entre os pesquisadores nos testes de relevancia foi avaliada pelo
coeficiente kappa (k) que garantiu a confiabilidade e a precisdo da analise
(PERROCA; GAIDZINSKI, 2003). Além disso, uma avaliacdo qualitativa usando a
escala PEDro foi realizada de forma independente pelos pesquisadores, seguida de

um teste de concordancia usando o coeficiente k.

3.3 ANALISE DE DADOS

Todos os dados foram tabulados no Excel e analisados no SPSS (Statistical
Package For Social Sciences) versdo 23.0. A normalidade dos dados foi verificada
pelo teste de Shapiro-Wilk (n valido <49). Andlise descritiva foi realizada com
calculo de média, desvio padrdo, valores minimos e maximos para as variaveis

absolutas e de frequéncia e porcentagem para as relativas. Foi adotado p<0,05.

3.3.1 Artigo “Early diagnosis of cystic fibrosis is a more relevant factor on

Shwachman-Kulczycki score than highly increased values of sweat test”

O teste Kruskal Wallis com correcdo de Bonferroni foi utilizado para anélise
de escore clinico SK e One Way ANOVA com Tukey Post Hoc para os testes de
suor na primeira e segunda dosagem, entre 0s grupos genéticos: F508del positivo;
F508del negativo; outras mutagdes; genotipo desconhecido. O teste Mann Whitney U

foi utilizado para comparar as variaveis referentes a pacientes que faziam fisioterapia
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ou ndo fisioterapia; e Spearman para correlacdes entre escore clinico SK, idade de

diagndstico e nimero de internacgdes.

3.3.2 Artigo “The role of cftr mutation classes in the age of diagnosis in cystic

fibrosis patients”

O teste t de amostras independentes foi realizado para comparar as médias
entre 0s grupos genéticos, classes | / Il e classes IV / V. Utilizou-se 0 One Way
ANOVA com Tukey Post Hoc para comparacao do escore clinico de SK e cloreto de
suor entre os grupos das classes I / 11, IV / V e sem mutagdo de cftr. A correlagéo de
Spearman foi realizada entre a idade do diagnostico e o IMC de pacientes com
menos de 19 anos e Pearson para correlacao entre: escore de SK e VEF1%, IMC <19
anos, escore z de IMC; VEF1% e idade, IMC <19 anos, z-escore do IMC. A
regressdo linear foi realizada para associacdo entre variaveis continuas VEF1% e

escore SK.

3.3.3 Artigo “Health-related quality of life: clinical data associations in

cystic fibrosis patients”

O Teste Independente de Amostras foi realizado com o objetivo de comparar as
médias entre 0s grupos genéticos, pacientes com idade entre 6 e 13 anos e acima de
14 anos, entre 6 e 13 anos e pais e / ou cuidadores, e entre pacientes do sexo
masculino e feminino.

A correlagdo de Spearman foi utilizada para associacdes entre: indice de cloro
no suor e dominios respiratorio, imagem corporal, emocional e escore total do CFQ-
R, em pacientes de 6 a 13 anos; cloreto de suor e dominio digestivo, em pacientes
com mais de 14 anos; IMC e dominio de peso, em pacientes com mais de 20 anos;
idade e dominios imagem corporal, alimentacdo, tratamento, escore total do CFQ-R;
cloro e tratamento do suor, em todos os pacientes com FC. A correlacdo de Pearson
foi utilizada para associac@es entre: idade do diagnostico e dominios respiratorios e
digestivos; Escore SK e dominio da imagem corporal; IMC e dominio digestivo;
VEF1% e escore total do CFQ-R, todos em pacientes com mais de 14 anos; idade e
dominio respiratorio; diagnostico de idade e dominio respiratério; Escore do SK e

dominio do tratamento, em todos os pacientes com FC.
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4. PUBLICACOES

A ordem dos artigos foi baseada no grau de aprofundamento e especificidade dos
dados, independente da ordem cronoldgica em que os estudos foram realizados ou
em relacdo a impacto da publicacdo. Dessa forma, os artigos estdo dispostos de uma
abrangéncia mais ampla do conteldo para o conteudo mais especifico, como

apresentado na Figura 6.

Figura 6. Representacdo da ordem dos estudos realizados.

Artigo 1

Artigo 2

Artigo 3
Artigo 4
Artigo 5
Artigo 6

Dissertacio

Artigo 1 — Aspectos genéticos e clinicos da Fibrose Cistica

Yasmim Queiroz Santos; Lucieli Boschetti Vinhal; Cristiane Alves da Fonseca do
Espirito Santo; Flavio Monteiro Ayres.

Revista Enciclopédia Biosfera (Publicado) Qualis B3 - Interdisciplinar

Artigo 2 — Early diagnosis of cystic fibrosis is a more relevant factor on

Shwachman-Kulczycki score than highly increased values of sweat test
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Yasmim Queiroz Santos; Cristiane Alves da Fonseca do Espirito Santos; Lucieli
Boschetti Vinhal; Lusmaia Damaceno Camargo Costa; Marilia da Silva Garrote;
Flavio Monteiro Ayres.

Revista Rios (Submetido) Qualis B2 — Interdisciplinar

Artigo 3 — The role of cftr mutation classes in the age of diagnosis in cystic fibrosis
patients

Yasmim Queiroz Santos; Cristiane Alves da Fonseca do Espirito Santos; Lucieli
Boschetti Vinhal; Lusmaia Damaceno Camargo Costa; Lorenna Jungueira Almeida
Prado; Flavio Monteiro Ayres.

Revista Ciéncia & Saude Coletiva Qualis B2 — Interdisciplinar

Artigo 4 — Health-related quality of life: clinical data associations in cystic fibrosis
patients

Yasmim Queiroz Santos; Clarissa Dal Molin dos Santos; Lorrany Martins da Silva;
Lucieli Boschetti Vinhal; Lusmaia Damasceno Camargo Costa; Cibelle Kayenne
Martins Roberto Formiga; Flavio Monteiro Ayres.
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4.1 Artigo 1. Aspectos genéticos e clinicos da Fibrose Cistica
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RESUMO

A Fibrose Cistica (FC) € um disturbio de heranga autossémica recessiva causada
por milhares de mutagdes no gene CFTR, cuja gravidade correlaciona-se com a
atividade protéica remanescente. A doenca ocorre em 1/2.000 a 1/4.000
caucasianos, sendo rara entre africanos e asiaticos. As complicagdes envolvem o
bloqueio de ductos e vias aéreas, além de pneumopatia grave, insuficiéncia
pancredtica digestiva com potencial subnutricdo crdnica, obstrucdo do célon pelo
ileo meconial e inflamacado dos seios nasais. Entre as doencas raras, a FC é a
segunda mais prevalente, atras apenas da anemia falciforme. O tratamento da FC é
multidisciplinar baseado em sintomatologia e prevengdo sendo importante o
conhecimento atualizado da doencga por parte de todos os profissionais da area da
saude. Nesse sentido, selecionados os trabalhos cientificos mais relevantes na
literatura em relacdo ao tema, e elaborado uma revisdo sobre Fibrose Cistica
abordando os seguintes topicos: introdugao, genética, fisiopatogenia, microbiologia
das infecgdes pulmonares, manifestagées clinicas, diagnéstico, tratamento e
prognéstico.

PALAVRAS-CHAVE: doencas raras, genética, mucoviscosidade

GENETICS AND CLINICAL APPROACH ON CYSTIC FIBROSIS — A LITERATURE
REVIEW

ABSTRACT
Cystic Fibrosis (CF) is an autosomal recessive disorder caused by thousands of
mutations in the CFTR gene, whose severity correlates with the remaining protein
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activity. The disease occurs in 1 / 2,000 to 1 / 4,000 Caucasians, is rare among
Africans and Asians. Complications involving the blocking ducts and airways, as well
as severe lung disease, digestive pancreatic insufficiency with potential chronic
malnutrition, colon obstruction by meconium ileus and inflammation of the sinuses.
Among the rare diseases, FC is the second most prevalent, behind sickle cell
anemia. The treatment of CF is multidisciplinary based on symptoms and prevention
is important to the current knowledge of the disease by all health professionals. In
this sense, we selected the most relevant scientific papers in the literature regarding
the subject and prepared a review of Cystic Fibrosis addressing the following topics:
introduction, genetics, pathophysiology, microbiology of lung infections, clinical
manifestations, diagnosis, treatment and prognosis.

KEYWORDS: Mucoviscosity, genetics, rare diseases.

INTRODUGCAO

A Fibrose Cistica (FC), ou doenca do beijo salgado, € um disturbio genético
autossémico recessivo (NUSSBAUM et al., 2002), causado por mutagbes no gene
cftr, com uma incidéncia de aproximadamente 1 em 2.500 caucasianos e uma
frequéncia de portadores de 1 em 25 (DORNELAS et al., 2000; NUSSBAUM et al.,
2002; SARAIVA-PEREIRA et al., 2011). Esse gene codifica a proteina CFTR (Cystic
Fibrosis Transmembrane Condutance Regulator, do inglés Reguladora de
Condutancia Transmembrana de Fibrose Cistica) (YOUNG, 2007; FARIA et al.,
2009).

Em 2014, estima-se que cerca de 2.000 mutagdes ja haviam sido encontradas
(MARSON et al., 2015). Ha correlacao entre as frequéncias das muta¢ées no gene
cftr com a origem étnica e regiao demografica dos pacientes com FC. Devido a alta
taxa de miscigenacgao, a populagao brasileira possui uma grande heterogeneidade
alélica do gene cftr, sendo varidvel também de estado para estado (SARAIVA-
PEREIRA et al., 2011).

O comprometimento gastrointestinal e pancreatico € comum, especialmente,
em recém-nascidos com FC. Mais recentemente, o comprometimento respiratorio
em criangas com FC tem recebido enfoque observacional com intensa discussao
sobre a avaliacéo prognéstica de progressao precoce da doenga. Vale ressaltar, que
0s sinais e sintomas de progressao sao individuais e variaveis (VANDEVANTER et
al., 2015).

O diagnéstico pelo teste de suor é considerado padrdao ouro. O exame
realizado duas vezes em momentos diferentes, com dosagens de cloreto maior que
60 mEg/L, sao tidos como determinantes na deteccdo da FC (DAL'MASO et al.,
2013). Este artigo tem como objetivo revisar os mecanismos moleculares e o0s
aspectos clinicos concernentes a FC.

GENETICA

O gene cftr, identificado em 1989 (VOGEL & MOTULSKY, 2000; NUSSBAUM
et al.,, 2002), possui 27 éxons distribuidos em 250 kb entre as bandas
cromossOmicas 7931-2 (YOUNG, 2007). Ao todo, milhées de polimorfismos foram
descobertos nesse gene pelo estudo do genoma humano em busca de alteragbes
genéticas com expressao fenotipica de FC (CORVOL et al., 2015). Concomitante
com a identificacdo do gene cftr, também foi descoberta a primeira mutacéo
relacionada a FC (VOGEL & MOTULSKY, 2000; NUSSBAUM et al., 2002), que se
trata de uma delegao de trés nucleotideos que compde o cddon para fenilanina na
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posicao 508 (AF508), conforme descrito no Quadro 1 (NUSSBAUM et al., 2001;
SELIMOVIC et al., 2015).

Essa mutacéo é responsavel por 66% a 80% dos fendtipos de FC em todo o
mundo (BORTHWICK, 2011; SARAIVA-PEREIRA et al., 2011; PEREIRA et al.,
2012), sendo também a mutagdo mais frequente na populagao caucasiana com a FC
(CARAKUSHANSKY, 2001; FARIA et al., 2009; OTTO, 2013). Segundo a versao
proviséria do Relatorio Brasileiro de Fibrose Cistica do ano 2014 — RBFC/2014
(REGISTRO BRASILEIRO DE FIBROSE CISTICA, 2014), essa porcentagem no
Brasil é estimada em 47,48%, podendo variar conforme as regiées do pais.

QUADRO 1 - Descri¢ao dos alelos selvagem e mutado AF508 no gene cftr.

Alelo Selvagem

Codon # 504 505 506 507 508 509 510 511

Sequéncia GA AAT ATC ATC TIT GGT GTT TCC

Aminoacido Glu Asn lle lle Phe Gly Val Ser
Alelo Mutado AF508

Sequéncia GA AAT  ATC  AT- --T  GGT GTT TCC

Aminoacido Glu Asn lle lle - Gly Val Ser

Fonte: adaptada de NUSSBAUM et al. (2001) e SELIMOVIC et al. (2015).

A maioria das quase 2.000 mutacbes restantes do gene cftr sao raras
(MARSON et al., 2015), sendo quatro mutacdes com frequéncia alélica acima de 1%
entre os individuos afetados: p.Gly542X,.Gly551Asp, p.Asn1303Lys e p.Trp1282X
em estatistica mundial (SARAIVA-PEREIRA et al.,, 2011). A frequéncia e a
distribuicdo das mutacdes no cftr variam de acordo com a origem étnica e a
localizagao geografica dos pacientes com FC (SINGH et al., 2015). A populacao
brasileira, devido a alta taxa de miscigenacdo, possui uma relevante
heterogeneidade alélica do gene, variavel também de estado para estado (SARAIVA-
PEREIRA et al., 2011).

Até 2001, inexistiam estudos epidemiolégicos ou de screening neonatal que
reportassem a real frequéncia dos alelos mutados causadores da FC nas diversas
regioes do Brasil (CARAKUSHANSKY, 2001). Mais recentemente, houve um
crescimento acelerado e benéfico sobre as informagdes da FC no pais. Um exemplo
importante desse crescimento é o RBFC/2014 (REGISTRO BRASILEIRO DE
FIBROSE CISTICA, 2014), com dados relativos as estimativas das frequéncias
genotipicas, descricao das mutagdes e demais dados de relevancia clinica.

O cftr codifica uma proteina de 170 kDa composta por 1.480 aminoacidos
(YOUNG, 2007) com funcéo de canal direto para transporte ion cloro através da
membrana apical ao interior da célula (PASTERNAK, 2002; SARAIVA-PEREIRA et
al., 2011). Nao obstante, a sequéncia primaria de aminoacidos dessa proteina indica
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que esta pertence a familia ABC (ATP-binding cassete, do inglés cassete ligante de
ATP) de proteinas de transporte (NUSSBAUM et al, 2002), cuja funcao
caracteristica € o transporte de moléculas como: glicidios, peptideos, fosfato
inorganico, cloreto e cations de metais (LIMA, 2012). A CFTR é processada no
reticulo endoplasmatico e Golgi por reacdo de glicosilacdo e transportada, ja
dobrada, como proteina glicosilada de membrana (SARAIVA-PEREIRA et al., 2011).
Estruturalmente, a proteina é formada por dois dominios repetidos e simétricos, que
sao compostos por uma regido hidrofobica transmembrana e uma regido hidrofilica
que possui uma zona de unidao com ATP (CARAKUSHANSKY, 2001; SARAIVA-
PEREIRA et al., 2011).

Funcionalmente, a proteina CFTR possui cinco dominios: dois dominios
membranares (MSDs), cada um com seis sequéncias membranares; dois dominios
de ligagao-(ATP) de nucleotideos (NBDs); e um dominio regulador (R) com multiplos
sitios de fosforilagdo. O poro do canal de cloro (Cl-) é formado por 12 segmentos
transmembranares. A energia utilizada para transporte de ions € resultante da
hidrélise de ATP ligado aos dominios NBDs, sendo que a regulagcdo do canal é
mediada, pelo menos em parte, pela fosforilagdo do dominio R (NUSSBAUM et al.,
2002). As mutag6es do gene cftr sdo classificadas em diferentes grupos, de acordo
com o mecanismo interrompido pela mutagao na proteina CFTR (Figura 1).

PRRRIRY
ORI DNYY

NHYRHH YN
(L (0 (({ ({ 5 ! Q@ A -

( (

NH,

FIGURA 1 - llustracdo esquematica da proteina CFTR, indicando os dominios
membranares 1e 2 (MDS1 e MDS2), dominios de ligagcdo-(ATP) de
nucleotideos (NBD1 e NBD2), dominio regulador (R), extremidade amino
terminal (NH,) e extremidade carboxi terminal (COOH).

Fonte: imagem modificada de http://www.remedicajournals.com/ijcr/BrowseContent/August-

2011/ImageOpen.axd?aaid=7624, acesso em 03.10.2016.
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Clinicamente, a mutagdo AF508 é um marcador genético de relevante valor
diagnostico na populagao do sudeste brasileiro. Entretanto, essa mutagédo € menos
frequente no Brasil que nos EUA, Franca e Argentina, porém mais frequente que
entre mexicanos (MIRANDA et al., 1993; CABELLO et al., 2003; ALVARES et al.,
2004). Essas diferencas ocorrem, pois, a frequéncia relativa da mutagdo AF508 tem
consideravel variabilidade entre diferentes regides geograficas e grupos étnicos
distintos (CABELLO et al., 2003). Esses resultados suportam que os pacientes
brasileiros sao tratados conforme os dados divulgados internacionalmente, apesar
de apresentarem um perfil étnico e bioldgico proprio. A implementacao de servigos
de diagnéstico multidisciplinar € uma das recomendacdes para que o devido
atendimento seja oferecido aos individuos acometidos pela FC (Quadro 2)
(ALVARES et al., 2004; DALCIN & SILVA, 2008).

QUADRO 2 - Classes de mutacdes do gene cfir e as alteragcdes decorrentes.
Classe

da Evento mutacional Alteracao bioquimica Fzr;olzlgo
mutacao
1234 Mutagdes sem sentido Defeito de sintese Severo
Mudanca no quadro de leitura
Alteragdo no processamento de
RNA
1234 AF508 1 glicosilagéo, dobramento ~ Cléassico
Mutacges de sentido trocado incorreto e auséncia na
membrana celular
T degradacao
'3 G551D Resisténcia ao AMP ciclico -
| abertura do canal de cloro
Resposta incorreta ao ATP
v - 1 1/3 o fluxo de ions por ~ Brando
defeito de condugao
Ve - | sintese Brando
| CFTR na membrana
VI° - T degradagéo -

Fontes: 'CARAKUSHANSKY, 2001; ®NUSSBAUM et al., 2002; °CABELLO, 2011;
“SARAIVA-PEREIRA et al., 2011; °DAL'MASO et al., 2013.

Diante do que foi exposto sobre a genética da FC, se a frequéncia de AF508
entre pacientes com fibrose cistica brasileiros é inferior ao observado no padrao
europeu (MIRANDA et al., 1993; CABELLO et al., 2003; ALVARES et al., 2004), logo
a FC entre brasileiros é causada por outras mutagées, cujo significado progndstico é
variavel e requer medidas de acompanhamento compativeis.
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FISIOPATOGENIA

A FC é classificada como uma doenga multissistémica, cronica e progressiva,
evidenciando complexidades no ambito social, emocional e médico (REIS et al.,
2000; SELIMOVIC et al., 2015) que afetam cerca de 70.000 individuos no mundo
(CORVOL et al., 2015). A identificacéo da FC foi feita entre 1930 e 1940 quando foi
descrita como uma doenca da infancia, com taxa de mortalidade de 80% no primeiro
ano de vida (ANDERSEN, 1938; REIS et al., 2000).

A FC é caracterizada por um aumento do nivel de sédio (Na+) e cloreto (Cl-)
(SELIMOVIC et al., 2015). Esse aumento gera uma alteragao no transporte, € nos
fluxos de cloro e agua, realizado através das membranas epiteliais apicais de
eletrélitos, ocorrendo desidratacdo extracelular (MARSON et al.,, 2015). Como
consequéncia de todo mecanismo patoldgico, ha manifestagdes no funcionamento
das estruturas revestidas por essas membranas, sendo estas: pulmdes, pancreas,
intestino, arvore hepatobiliar e no trato genital masculino (NUSSBAUM et al., 2002;
TRUJILLANO et al., 2015). A cascata de patogénese pulmonar da FC, para melhor
entendimento do processo, esta ilustrada na Figura 2.

Gene cftr defeituoso

$

Proteina CFTR defeituosa

$

Secregdo de cloreto diminuida
Absorc¢do de sédio aumentada

4

Composigdo anémala dos mucos

4

Obstrucdo dos ductos

Alteragdes pulmonares Alteragdes intestinais

InfecgSes bacterianas Déficit de enzimas pancreaticas
Bronquiectasias+ Insuficiéncia pulmonar Fibrose no pancreas

FIGURA 2 - Cascata de patogénese da Fibrose Cistica.
Fonte: adaptada de Amaral & Kuzelmann, 2007; Firmida et al.,
2011; Vandevanter et al., 2015

As alteragbes fisioldgicas foram melhor descritas para as glandulas
sudoriparas, onde o Cl- no ducto da glandula nao podera alcancar a corrente
sanguinea, fluindo pela luz através das células do ducto. Portanto, o gradiente que
ativaria a entrada de Na+ pela membrana apical estara ausente ou diminuido,
levando ao aumento da concentracdo de Na+ na luz do ducto sudoriparo, em
consequéncia da perda de funcao da proteina CFTR (NUSSBAUM et al., 2002).

Nas glandulas exdcrinas pulmonares, o interior dos canais exdcrinos ficam
desidratados, como consequéncia da alteracdo do fluxo de cloro e de agua. Em
conjunto, as secregdes possuem aspecto viscoso, que favorecem infecgbes
persistentes, comumente por Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. E
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possivel que a alteragdo idbnica dessas secre¢des reduzam a resisténcia a
patdégenos bacterianos e a fungao antimicrobiana, sendo uma versao para justificar a
colonizacgao crénica bacteriana (ANDRADE et al., 2001; FREIRE, 2008).

MICROBIOLOGIA DAS INFECGCOES PULMONARES

E possivel que a alteragdo idnica das secrecdes reduza a resisténcia a
patdégenos bacterianos e a fungéo antimicrobiana, sendo uma versao para justificar a
alta incidéncia de colonizagdo crénica bacteriana (ANDRADE et al. 2001; FREIRE,
2008). No ano de 1938, quando a FC foi considerada doenca, as infecgdes eram
primariamente associadas a Staphylococcus aureus, eram tratadas com penicilina e
reagiam bem clinicamente, emergindo nos anos 50 e sendo considerado o patbgeno
mais importante na FC.

Apesar da susceptibilidade as frequentes infecg¢ées, os pacientes com FC sédo
predispostos a um ndmero limitado de micro-organismos, permanecendo sem
explicagbes para o que de fato determina essa predile¢do. Sabe-se, no entanto, que
existe uma correlacao entre a idade do paciente e a predisposi¢cao a colonizagao por
um micro-organismo em particular, como ilustrado na Figura 3 (MARQUES, 2011).

70%

§S. aureus oxacilina sensivel

Pseudomonas aeruginosa

35%

Haemophilus influenzae

Complexo Burkholderia cepacia

S. aureus oxacilina resistente
/ Stenotrophomonas maltophilia

MéSaos  >5al0 | >10a15 | >15a20  >20a25  >25a30 30235 >35an0s

FIGURA 3 - Relagao entre microrganismos colonizadores e a idade dos pacientes.
Fonte: Adaptada de REGISTRO BRASILEIRO DE FIBROSE CISTICA, 2014.

Pode ser dividido, portanto, em ordem cronoldgica, a frequéncia desses
micro-organismos com relacdo a idade. O recém-nascido geralmente nao possui
micro-organismo colonizador, inicialmente os agentes sdo predominantemente virais,
dois exemplos frequentes: Staphylococcus aureus, e Haemophillus influenzae. A
Pseudomonas aeruginosa costuma surgir nos pacientes mais jovens em idade
escolar ou adolescente, associadas a um fator mucéide (CASTRO & FIRMIDA, 2011;
MARQUES, 2011).

Outros micro-organismos podem ser encontrados, comumente do grupo de
Gram negativos ndo fermentadores, sao: Complexo Burkholderia cepacia,
Strenotrophomonas e Achromobacter xylosidans. O maior desafio atual para os
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laboratérios de microbiologia clinica é reconhecer 0s micro-organismos, mesmo que
nao estejam reconhecidos como verdadeiros patbgenos, pois a correta
caracterizacéo influencia de forma direta nas estratégias de tratamento e controle da
infeccao (CASTRO & FIRMIDA, 2011; MARQUES, 2011).

MANIFESTACOES CLINICAS

A FC tem sintomas variaveis, tal como o inicio. H& casos em que apresenta
no periodo neonatal, e casos em que o individuo permanece anos assintomatico.
Entre os sintomas mais comuns estdo: tosse cronica, diarreia crénica e desnutricao
(REIS & DAMASCENO, 1998). Por ser multissistémica, as manifestagoes clinicas
podem ser classificadas de acordo com o local de acometimento e alteracé@o
fisiopatoldgica.

Sistema respiratorio — o acometimento das vias respiratérias é o aspecto
mais critico da FC, ocorre em mais de 95% dos pacientes, e frequentemente a
intensidade esta relacionada ao prognédstico final (REIS, 1998). No aspecto
anatomofisioldgico, as vias areas sao responsaveis pela prote¢ao dos locais de troca
gasosa. No sistema respiratério o0 muco faz parte do mecanismo de defesa préprio
do individuo, nesse caso o envolvimento respiratério na FC inicia-se com a produgao
e retencdo de secrecdes espessas e viscosas dentro dos bronquiolos. As alteracoes
do muco sao secundarias a outros eventos como, por exemplo, alteracdo da
conduténcia dos ions cloreto e colonizagao cronica (PRADO, 2011; CASTRO,
FIRMIDA, 2011). A alteragdo mais frequente em vias areas superiores sdo a
rinossinusite e a polipose nasal, sendo a prevaléncia de 92 a 100% e 7 a 67%,
respectivamente (CASTRO & FIRMIDA, 2011). A FC nao provoca alteragées na
ultraestrutura ciliar, responsavel pela mobilizacdo das secre¢des nas vias areas
superiores e inferiores, protegendo da entrada de particulas e germes (Il
DIRETRIZES BRASILEIRAS NO MANEJO DA TOSSE CRONICA, 2006), também
conhecida como clearence mucociliar, porém nos pacientes com FC ela encontra-se
diminuida (CASTRO & FIRMIDA, 2011).

Os sinais e sintomas do comprometimento respiratério sao variados, dentre
estes: hipersecrecdo de forma espessa, muitas vezes, purulento; tosse cronica
persistente; sibilancia e roncos relacionados a obstrucdo cronica; didmetro
anteroposterior do térax abaulado; colapsos ou atelectasias; hiperinsuflagao
pulmonar; pneumotorax espontéaneo; fibrose pulmonar; dispneia; cor pulmonale;
abaulamento do arco pulmonar; em fases mais avangadas da doengca podem
apresentar hemoptise (REIS, 1998; FIRMIDA et al., 2011).

Sistema digestivo — a principal alteracdo do sistema digestivo é a
insuficiéncia exécrina do pancreas (REIS, 1998). A disfuncdo de 99% da CFTR
ocasiona comprometimento do pancreas, por alteragdo na passagem de anions e
reducdo do conteudo hidrico, e acidez, da secre¢cdo pancreatica, podendo levar a
obstrugdo dos ductos e fibrose no pancreas. Esse processo determina a progressao
do acometimento pancreatico (FIRMIDA et al., 2011). Os pacientes no caso de
comprometimento pancreatico tém como sintomatologia: diarreia cronica, fezes
volumosas, amarelo palha, brilhantes, gordurosas e fétidas. As manifestagcoes
gastrointestinais em geral sdo secundarias a alteracdo pancreatica. A obstru¢ao
canaliculos pancreaticos por tampdes mucosos impedem a liberagdo das enzimas
para o duodeno, determinando ma digestdo de gorduras, proteinas e carboidratos
(ROSA et al., 2008). A forma mais precoce da FC no sistema digestivo é o ileo
meconial, com prevaléncia de 15 a 20% em recém-nascidos, mas apenas essa
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mesma porcentagem tem FC quando apresenta ileo meconial (REIS, 1998). A CFTR
€ 0 unico canal de cloro na membrana celular apical, do intestino, portanto, a
disfuncdo compromete a secrecdo de cloreto para o lumen intestinal, como
consequéncia o material fecal fica espesso (FIRMIDA et al., 2011).

Déficit de crescimento — quando ha oferta nutricional suficiente e o lactente
nao consegue ganhar peso, provavelmente, sera por problemas de méa absorgdo. No
caso de desnutricao protéica caldrica sugere-se a presenca de FC.

Suor hipertoénico — uma das referéncias mais antigas da FC, diz respeito a
um dizer folclérico norte-europeu, apresentado no Almanaque de Cangdes e Jogos
para Criangas: “Infeliz da crianca que, quando beijada na fronte, apresente sabor
salgado. Ela esta fadada a morrer precocemente” (WELSH, & SMITH, 1995).

Outras manifestagdes atipicas — cirrose hepatica biliar focal, litiase biliar,
hipertensdo portal com esplenomegalia e varizes esofageanas, doenga celiaca,
doenga de crohn e pancreatite cronica (REIS, 1998).

DIAGNOSTICO

Diagnostico pré-implantacional — envolve o estudo de tecido embrionario,
coletado por puncao em caso de fertilizacao assistida (SARAIVA-PEREIRA et al.,
2011).

Diagnéstico pré-natal — inicialmente, ocorre sob a forma de aconselhamento
genético, no qual pais portadores, por exemplo, tem 25% de chances de terem os
dois alelos mutados de cfr transmitidos para a prole. As quase 2.000 mutagdes
alélicas podem ser identificadas em homozigose ou heterozigose por testes
genéticos, bem como o diagnostico de FC pode ser excluido pela deteccao de alelos
selvagens (CARAKUSHANSKY, 2001).

Diagnodstico neonatal — um teste de triagem genética universal da FC é
inaplicavel até que 95% das mutagdes sejam identificadas, o que é de dificil alcance
devido ao elevado numero de mutagbes ja identificadas no gene cftr
(CARAKUSHANSKY, 2001; NUSSBAUM, et al., 2002). )

~ No Brasil, as Diretrizes Clinicas na Salde Suplementar (ASSOCIAGAO
MEDICA BRASILEIRA, 2011) sobre o diagnostico e tratamento da FC recomendam
0 ‘teste do pezinho” para verificar o nivel da imunotripsina reativa (IRT) como
triagem de FC em todos os recém-nascidos. A IRT € uma enzima pancreatica que
frequentemente se eleva como consequéncia secundaria da FC. Esse método,
entretanto, € sujeito a resultados falso negativos e os resultados positivos nao séo
especificos para FC (CARAKUSHANSKY, 2001; NUSSBAUM, et al, 2002;
GONGCALVES, 2013). Por isso, os casos com resultado positivo devem ser
confirmados pelo teste do suor, considerado padréo ouro de diagnostico (DAL'MASO
et al., 2013). O teste de suor consiste na administracdo transdérmica de pilocarpina
por iontoforese para estimular a transpiracdo, seguida pela coleta do suor e
quantificagdo do cloro por colorimetria e sodio por fotometria de chama. O critério
para realizagdo do teste do suor em neonatos é apresentar, pelo menos, duas
semanas de vida ou peso > 2kg (CABELLO et al., 2003; FOLESCU & COHEN, 2011;
SELIMOVIC et al., 2015).

O teste da medida da diferenca de potencial nasal (DPN) mede in vivo, o lado
interno e externo da célula epitelial da mucosa nasal, para determinar a diferenca de
potencial existente, o qual é comparavel a diferenca de potencial da mucosa
brénquica. O resultado correlaciona com o transporte de ions através da membrana
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celular, especialmente os ions sodio e cloro, sendo que o lado mucoso é mais
negativo em comparagao com o lado intracelular. O valor de referéncia normal € em
torno de -20mV. Na FC, esses valores estdo cerca de duas vezes mais negativos,
sendo possivel ser utilizado como um teste complementar de diagndstico
(PROCIANQY, 2011).

Em regides com elevada frequéncia da mutacdo AF508, a deteccdo de um
alelo heterozigoto com essa mutagao em associagdo com significativa elevacao da
IRT sugerem fortemente o diagnostico de FC. Nesse caso, o diagnéstico é
confirmado pelo teste do suor. Os casos de detecgdo de homozigose da mutagao
AF508 permitem o imediato diagnéstico de FC (CARAKUSHANSKY, 2001;
NUSSBAUM et al., 2002).

Diagnostico além do periodo neonatal — tem como procedimento inicial a
investigacao clinica de manifestacdes tipicas pulmonares e/ou gastrointestinais e/ou
historia tipica da doenga em parente proximo, seguida pelo teste do suor. Resultados
com concentragdo de cloreto no suor acima de 60mEg/l permitem o diagnéstico da
FC, enquanto os valores normais de referéncia variam entre 45 a 60mEq/I.E
(CARAKUSHANSKY, 2001; RIBEIRO et al., 2002).

Entretanto, os dados epidemiol6gicos sobre FC nas regiées sul e sudeste do
Brasil revelam que 13% dos pacientes com FC apresentaram dosagens de cloro no
suor inferior a 60 mEg/l, enquanto os valores reduzidos do cloro em pacientes com
FC no resto do mundo sé@o préximos a 2% (ALVARES et al., 2004). Esse contexto
caracteriza o diagndstico genético molecular da FC como uma ferramenta de
diagnostico precoce eficaz, mesmo quando os exames laboratoriais convencionais
ndo sao conclusivos. Apesar de pouco sensivel, devido ao grande nimero de
mutagdes, o diagndstico genético molecular é altamente preciso e recomendado
quando disponivel (CARAKUSHANSKY, 2001; RIBEIRO et al., 2002; DALMASO,
2013).

Exames complementares - adicionalmente, a avaliagdo das fungdes
pancreatica e pulmonar, analise microbiologica periddica das secregoes
respiratorias, exames de imagem por radiografia e tomografia sdo Uteis para
investigar o grau de progressdo, bem como o prognéstico dos pacientes com FC
(FOLESCU & COHEN, 2011).

TRATAMENTO E PROGNOSTICO

A FC é uma doenga multissistémica, crénica e progressiva. Apesar do avanco
no conhecimento sobre essa doenca, esta nao possui cura, sendo recomendado o
acompanhamento em centros de referéncia com equipe multidisciplinar composta,
por exemplo, pelo Pneumologista, Fisioterapeuta, Nutricionista, Psicélogo,
Enfermeiro e Assistente Social (REIS et al., 2000; PRADO, 2011; SELIMOVIC et al.,
2015). Em geral, as terapias disponiveis se restringem a atenuagcao dos sintomas,
sendo ainda limitadas (NETO, 2009). A adesdo ao tratamento, como quanto aos
diversos aspectos multiprofissionais descritos nesta revisao, é importante e contribui
para 0 aumento da expectativa de vida, passando de dois anos de vida em 1950,
para 30 a 40 nos dias de hoje (RIBEIRO et al., 2002; PRADO, 2011). O segundo
fator importante é o diagnéstico precoce, com o tratamento sendo realizado antes
dos danos pulmonares (ROSA et al., 2008).
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CONSIDERAGOES FINAIS

Podemos concluir ap6és essa revisao geral que, a fibrose cistica é uma
doenga com alteragbes moleculares de alta complexidade e curso clinico sistémico
variavel. E possivel identificar a necessidade de um tratamento especifico e
individualizado para um maior sucesso no prognostico. Nesse caso, o conhecimento
de toda equipe multiprofissional acerca da doenca em todos seus aspectos
(genético, fisioldgico, afecgdes bacterianas, diagndstico e tratamento) pode garantir
uma abordagem mais adequada e eficiente para esses pacientes.

AGRADECIMENTOS
YQS foi aluna de IC/PIVIC da Universidade Estadual de Goias. FMA recebeu
auxilio financeiro de Bolsa de Incentivo ao Pesquisador - BIP, concedida pela
Universidade Estadual de Goids. Esta pesquisa é parte do projeto PROEXT2013
(SIGProj N°: 116463.480.94044.13042012), fomentado pelo Ministério da
Educacao/Secretaria de Educagao Superior.

REFERENCIAS
ALVAREZ, A. E.; RIBEIRO, A. F.; HESSEL, G.; BERTUZZO, C. S.; RIBEIRO, J. D.
Fibrose cistica em um centro de referéncia no Brasil: caracteristica clinicas e
laboratoriais de 104 pacientes e sua associagcdo com 0 genétipo e a gravidade da
doenca. Jornal de Pediatria, v. 80, n. 5 p. 371 — 379, 2004. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.2223/1221> DOl:http://dx.doi.org/10.2223/1221

AMARAL, M. D., KUZELMANN, K. Molecular targeting of CFTR as a therapeutic
approach to cystic fibrosis. Trends in Pharmacological Science. v. 28, n. 7, p. 334—
41, 2007. Disponivel em: < http://dx.doi.org/10.1016/j.tips.2007.05.004> DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/}.tips.2007.05.004

ANDERSEN, D. H. Cystic fibrosis of the pancreas and its relation to celiac disease: a
clinical and pathological study. American Journal of Diseases of Children, v. 56, p.
344-99, 1938. Disponivel em:
<http://archpedi.jamanetwork.com/article.aspx?articleid=1177974>
doi:10.1001/archpedi.1938.01980140114013.

ANDRADE, E. F.; FONSECA, D. L. O.; ABREU E SILVA, F. A.; MENNA-BARRETO S.
S. Avaliacdo evolutiva da espirometria na fibrose cistica. Jornal de Pneumologia. v.
27, n. 3, p. 130-6, 2001. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/pdf/%0D/jpneu/v27n3/9224.pdf>

ASSOCIACAO MEDICA BRASILEIRA/AGENCIA NACIONAL DE SAUDE
SUPLEMENTAR. Fibrose Cistica Diagnostico e Tratamento. Diretrizes Clinicas na
Saude Suplementar, 2011. Disponivel em em:
<http://diretrizes.amb.org.br/ans/fibrose_cistica-diagnostico_e_tratamento.pdf>

BORTHWICK, L. A., BOTHA, P., VERDON, B., BRODLIE, M. J., GARDNER, A.,

BOURN, D., JOHNSON, G.E., GRAY, M.A., FISHER, A.J. Is CFTR-delF508 really
absent from the apical membrane of the airway epithelium? PLoS One. v. 6, n. 8,

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goidnia, v.14 n.25; p. 1470 2017

43



e23226, 2011, Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0023226> .
doi: 10.1371/journal.pone.0023226

CABELLO, G. M. K.; CABELLO, P. H.; ROIG, S. R. S.; FONSECA, A.; CARVALHO,
E. C. D. FERNANDES, O. Rastreamento da fibrose cistica usando-se a analise
combinada do teste de IRT neonatal e o estudo molecular da mutacao AF508.
Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial. v. 39, n. 1, p. 15-20, 2003.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1590/S1676-24442003000100004>

CABELLO, G. M. K. Avancos da genética na fibrose cistica. Revista do Hospital
Universitario Pedro Hernesto. v. 10, n. 4, p. 36-45, 2011. Disponivel em:
<http://revista.hupe.uerj.br/audiencia_pdf.asp?aid2=71&nomeArquivo=v10n4a04.pdf

>

CARAKUSHANSKY, G. Doencas genéticas em pediatria. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, p. 228-237, 2001

CASTRO, M. C. S.; FIRMIDA, M. C. O tratamento na Fibrose Cistica e suas
complicacdes. Revista do Hospital Universitario Pedro Ernesto, Vol. 10, n. 4,
2011.

CORVOL, H.; BLACKMAN, S.M.; BOE'LLE,P; GALLINS, PJ.; PACE, R. G;
STONEBRAKER, J. R.; et al. Genome-wide association meta-analysis identifies five
modifier loci of lung disease severity in cystic fibrosis. Nature Communications, n.
6, V. 8382. Disponivel em:
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4589222/> DOI: 10.1038, 2015.

DAL'MASO, V. B.; MALLMANN; L.; SIEBERT, M.; SIMON, L.; PEREIRA, M. L. S.;
DALCIN, P. T. R. Diagnostic contribution of molecular analysis of the cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator gene in patients suspected of having mild or
atypical cystic fibrosis. Jornal Brasileiro de Pneumologia., v.39, n.2, p.181-189,
2013. Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/jopneu/v39n2/1806-3713-jbpneu-39-
2-0181.pdf> http://dx.doi.org/10.1590/S1806-37132013000200009

DALCIN, P. T. R.; SILVA, F. A. A. Fibrose cistica no adulto: aspectos diagnésticos e
terapéuticos. Jornal Brasileiro de Pneumologia. v.34 n.2, p. 107-17,2008.
Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/jopneu/v34n2/en_v34n2a08.pdf>

DORNELAS, E. C.; FERNANDES, M. L. M.; GALVAO, L. C.; SILVA, G. A. Estudo do
quadro pulmonar de pacientes com fibrose cistica. Jornal de Pediatria,v. 76, n. 4, p.
295-290, 2000. Disponivel em: http://www.jped.com.br/conteudo/00-76-04-
295/port.pdf

FARIA, E. J.; FARIA, I. C. J.; RIBEIRO, J. D.; RIBEIRO, A. F.; HESSEL, G;
BERTUZZO, C. S. Associacao entre os polimorfismos dos genes MBL2, TGF-B1 e
CD14 com a gravidade da doenga pulmonar na fibrose cistica*. Jornal Brasileiro de
Pneumologia, v. 35 n. 4, p. 334 - 342, 2009. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/pdf/jopneu/v35n4/en_v35n4a07.pdf>
http://dx.doi.org/10.1590/S1806-37132009000400007

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goidnia, v.14 n.25; p. 1471 2017

44



FIRMIDA, M. C., MARQUES, B. L., DA COSTA, C. H. Fisiopatologia e manifestacdes
clinicas da fibrose cistica. Revista do Hospital Universitario Pedro Hernesto. v.
10, n. 4, 2011. Disponivel em: <http://revista.hupe.uerj.br/detalhe_artigo.asp?id=70>

FOLESCU, T. W.;. COHEN, R. W. F. Avangos no Diagnéstico da Fibrose Cistica —
Visdo Critica? Revista do Hospital Universitario Pedro Ernesto. v. 10, n. 4, p. 59-
65. 2011. Disponivel em: <http:/revista.hupe.uerj.br/detalhe_artigo.asp?id=73>

FREIRE, I. D; ABREU E SILVA, F. A.; ARAUJO, M. A. Comparacéo entre provas de
funcdo pulmonar, escore de Shwachman-Kulczycki e escore de Brasfield em
pacientes com fibrose cistica. Jornal Brasileira de Pneumologia, v. 34, n. 5, p. 280-
287, 2008. Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/jopneu/v34n5/en_v34n5a06.pdf>
http:/dx.doi.org/10.1590/S1806-37132008000500006

GONCALVES, L. C. S. Variacoes de sequéncia do gene cftr na populacao
pediatrica portuguesa. Mestrado em biologia celular e molecular. Porto, 2013.
Disponivel ~ em:  <http:/www.remedicajournals.com/ijcr/BrowseContent/August-
2011/ImageOpen.axd?aaid=7624>

Il DIRETRIZES BRASILEIRAS NO MANEJO DE TOSSE CRONICA, Jornal
Brasileiro de Pneumologia. v.32, n.6, p. 403-446, 2006. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1590/S1806-37132006001000002>

LIMA, P. A. V. Novas Estratégias De Diagndstico da Fibrose Cistica. Farmécia,
Centro Universitario Estadual da Zona Oeste, p. 17 — 28, 2012. Disponivel em:
<http://www.uezo.rj.gov.br/tccs/ccbs/paola-ameixoeira.pdf>

MARQUES, E. A. Perfil Microbiolégico na Fibrose Cistica. Revista do Hospital
Universitario Pedro Ernesto, v. 10, n. 4, p. 23-35, 2011. Disponivel em:
<http://revista.hupe.uerj.br/detalhe_artigo.asp?id=69>

MARSON, F.A. L., HORTENCIO, T. D. R AGUIAR,K. C. A., RIBEIRO,J. D. CYFIUC
GROUP. Demographic, clinical, and laboratory parameters of cystic fibrosis during
the last two decades: a comparative analysis. BMC Pulmonary Medicine, v. 15, n.3,
2015.

MIRANDA, A. B., LLERENA JUNIOR, J., DALLALANA, L. T., MOURA-NETO, R. S.,
SUFFYS, P. N., DEGRAVE, W. M. Use of PCR for the determination of the frequency
of the dF508 mutation in Brazilian cystic fibrosis patients. Memérias do Instituto
Oswald Cruz. v. 88, n 2, p. 309-12, 1993. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1590/S0074-02761993000200022>

NETO, N. L. Fibrose cistica enfoque multidisciplinar. Santa Catarina: Secretaria
de Estado da  Saude, p. 588, 20009. Disponivel em:
http://www.acam.org.br/images/livro/fcem2aed.pdf

NUSSBAUM, R.L., MCINNES, R. R., WILLARD, H. F. THOMPSON e THOMPSON.
Genética Médica. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, p. 49, 2002.

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.14 n.25; p. 1472 2017

45



OTTO, P. A;; NETTO, R. C. M.; OTTO, P. G. Genética médica. Roca, S&o Paulo, p.
214-215, 2013.

PASTERNAK, J.J. Genética Molecular Humana - Mecanismos das Doencas
Hereditarias. Editora Manole, Sao Paulo, 2002.

PEREIRA, F. F. L.; FIGUEIREDO, R.; PEDROSA, J. F.; ALVIM, C. G.; CAMARGOS,
P. A. M.; IBIAPINA, C. C. Escores clinicos e diagndsticos por imagem na fibrose
cistica, Revista de Medicina Minas Gerais, v. 22, n. 22, Supl. 7, p. 32 - 39, 2012.
Disponivel em: <http://rmmg.org/artigo/detalhes/642>

PRADO, S. T. O papel da fisioterapia na Fibrose Cistica. Revista Hospital
Universitario Pedro Ernesto, v. 10, n. 4, p. 118-25, 2011. Disponivel em:
<http://revista.hupe.uerj.br/detalhe_artigo.asp?id=78>

PROCIANQY, E. F. A. Diferenga de potencial nasal: um novo teste para diagnostico
de fibrose cistica. Revista Hospital de Clinicas de Porto Alegre, v. 31, n. 2, p. 125-
130, 2011. Disponivel em:
<http://seer.ufrgs.br/index.php/hcpa/article/view/21577/12886>

REGISTRO BRASILEIRO DE FIBROSE CISTICA - RBFC/2014, Grupo Brasileiro
de Estudo de Fibrose Cistica, p. 1 - 34 2014. Disponivel em: <www.gbefc.org.br>

REIS, F. J. C.; OLIVEIRA, M. C. L.; PENNA, F. J.; OLIVEIRA, M. DAS G. R;;
OLIVEIRA, E. A.; MONTEIRO, A. P. A. F. Quadro clinico e nutricional de pacientes
com fibrose cistica: 20 anos de seguimento no HC-UFMG. Revista da Associacao
Médica Brasileira, v. 46, n. 4, p. 325-30, 2000. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1590/S0104-42302000000400031>

REIS, F. J. C.; DAMASCENO, N. Fibrose Cistica. Jornal de Pediatria, v. 74, Supl 2,
p. 76-94, 1998. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_nlinks&ref=000121&pid=S0104-
1169200300010001000009&Ing=pt.

RIBEIRO, J. D; RIBEIRO, M. A. G. O.; RIBEIRO, A. F. Controvérsias na fibrose
cistica — do pediatra ao especialista. Jornal de Pediatria. v. 78, Supl. 2, p. 171-186,
2002. Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/jped/v78s2/v78n8a08.pdf>

ROSA, F. R.; DIAS, F. G; NOBRE, L. N.; MORAIS, H. A. Fibrose cistica: uma
abordagem clinica e nutricional. Revista de Nutri¢ao, v. 21, n. 6, p. 725-737, 2008.

SARAIVA- PEREIRA, M. L.; FITARELLI-KIEHL, M.; SANSEVERINO, M. T. V. A
Genética na fibrose cistica. Revista Hospital de Clinicas de Porto Alegre, v. 31, n.
2, p. 160-167, 2011. Disponivel em: <http://seer.ufrgs.br/hcpa/article/view/20905>

SELIMOVIC, A.; MUJICIC, E.; MILISIC, S.; MESIHOVIC-DINAREVIC, S.; DZINOVIC,
A.; CENGIC, S. et al. Analysis of Cystic Fibrosis in Federation of Bosnia and
Herzegovina. Medical Archives. v. 69, n. 4, p. 222-225, 2015. Disponivel

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goidnia, v.14 n.25; p. 1473 2017

46



em:<https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4610639/pdf/MA-69-222.pdf>
doi: 10.5455/medarh.2015.69.222-225

SINGH, M.; REBORDOSA,C.; BERNHOLZ, J.; SHARMA, N. Epidemiology and
genetics of cystic fibrosis in Asia: In preparation for the next-generation treatments.
Oficial Journalof the Asian Pacific Society of Respirology, v. 20, p.1172- 1181,
2015. Disponivel em: <http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/resp.12656/full> DOI:
10.1111/resp.12656

TRUJILLANO, D.; WEISS, M. E. R.; KOSTER, J.; PAPACHRISTOS, E. B.; WERBER,
M.; KANDASWAMY, K. K.; et al. Validation of a semiconductor next-generation
sequencing assay for the clinical genetic screening of CFTR. Molecular Genetics &
Genomic Medicine, v. 3, n. 5 p. 396 - 403, 2015. Disponivel em:
<http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/mgg3.149/epdf> DOI: 10.1002/mgg3.149

VANDEVANTER, D. R.; KAHLE, J. S.; O'SULLIVAN, A. K. SIKIRICA, S;
HODGKINS, P. S. Cystic fibrosis in young children: A review of disease
manifestation, progression, and response to early treatment. Journal of Cystic
Fibrosis, v. 15 n. 2, p. 147 - 57, 2015. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/}.jcf.2015.09.008 >

VOGEL, F.; MOTULSKY, A.G. Genética Humana - Problemas e abordagens. Editora
Guanabara Koogan, Rio de Janeiro, 2000.

WELSH, M. J.; SMITH, A. E. The genetic defects underlying this letal disease have
now been shown to eliminate or hobble a critical channel through which a constituent
of salt enters and leaves cells. Scientific American Brasil, v. 52, n. 9,1995.

YOUNG, I.D. Genética Médica. Editora Guanabara Koogan, Rio de Janeiro, p. 92,
2007.

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.14 n.25; p. 1474 2017

47



4.2 Artigo 2. Early diagnosis of Cystic Fibrosis is a more relevant factor on
Shwachman-Kulczycki score than highly increased values of sweat test
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ABSTRACT

Objective: To report clinical and laboratory data according to the
AF508 mutation of CF patients attended at a referral center in Goiénia,
Brazil.

Methods: Retrospective cross-sectional study. The records of 66
patients diagnosed with Cystic Fibrosis treated between January 2015
and September 2016 were analyzed, with the patients grouped as:
AF508 patients homozygous, AF508 patients heterozygous, AF508
patients negative and patients genotypes unknown.

Results: The mean age of the patients was 9.30 (+ 5.64) years, and the
mean diagnosis was 38.50 (+ 47.30) months. The mean Shwachman-
Kulczycki clinical score was 80.23 (x 17.73). The number of non-
white patients was higher than the white patients 43.9% and 18.2%,
respectively. The most common form of diagnosis was clinical
symptoms 87%. There is a significant difference between the values
of the first chlorine level in the sweat test: AF508 heterozygous and
AF508 negative patients; and the second chlorine level in the sweat
test: AF508 homozygotes and AF508 heterozygotes, AF508
heterozygotes and AF508 negative and AF508 heterozygotes and
genotype unknown. Between the value of the clinical score SK and the
age of the diagnosis there is an inversely proportional and moderate
correlation between all the patients. Conclusion: Phenotypic
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differences between genotypes highlight the importance of genetic
diagnosis to elucidate clinical issues and direct a more specific
treatment. Early diagnosis was an important factor for a better clinical
picture and prognosis, regardless of the mutation of the gene cftr.
Keywords: Mucoviscidosis. Genotype. Clinical score.

RESUMO

Objetivo: Relatar dados clinicos e laboratoriais de acordo com a
mutacdo AF508 em pacientes com FC atendidos em um centro de
referéncia em Goiania, Brasil.

Métodos: Estudo retrospectivo de corte transversal. Os registros de 66
pacientes com diagnostico de Fibrose Cistica atendidos entre janeiro
de 2015 e setembro de 2016 foram analisados, sendo 0s pacientes
agrupados como: AF508 pacientes homozigotos, AF508 pacientes
heterozigotos, AF508 pacientes negativos e pacientes com gendtipos
desconhecidos.

Resultados: A idade média dos pacientes foi de 9,30(%5,64) anos e a
idade média do diagnéstico de 38,50(+47,30) meses. A média do
escore clinico de Shwachman-Kulczycki foi de 80,23(x17,73). O
namero de pacientes ndo-brancos foi superior aos brancos, 43,9% e
18,2%, respectivamente. A forma de diagndstico mais comum foi a
partir dos sintomas clinicos, 87%. H& uma diferenca significativa
entre os valores da primeira dosagem de cloro no teste do suor: AF508
pacientes heterozigotos e AF508 negativos; e da segunda dosagem de
cloro no teste do suor: AF508 homozigotos e AF508 heterozigotos,
AF508 heterozigotos e AF508 negativos e AF508 heterozigotos e
gendtipos desconhecidos. Entre o valor do escore clinico SK e a idade
do diagnostico, hd uma correlacdo inversamente proporcional e
moderada entre todos 0s pacientes.

Conclusao: As diferencas fenotipicas entre os genotipos evidenciam a
importancia do diagnostico genético para elucidar questfes clinicas e
direcionar para um tratamento mais especifico. O diagndstico precoce
apresentou ser fator importante para um melhor quadro clinico e
prognostico, independente da mutagdo no gene cftr.

Palavras-chave: Mucoviscidose. Gen6tipo. Escore Clinico.

INTRODUCTION

Cystic Fibrosis (CF) is a systemic, chronic and progressive genetic disease
with autosomal recessive inheritance pattern. Its complexities include social,
emotional and medical evidences (AFONSO; GOMES; MITRE, 2015; BERNARDI;
RIBEIRO; MAZZOLA et al., 2013; SELIMOVIC; MUJICIC; MILISIC et al., 2015).
The disease is caused by almost 2,000 mutations in the cftr gene, whose encoded

protein functions as a direct transport channel for chlorine ions from the apical
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membrane into the cell (FARIA; FARIA; RIBEIRO et al.,, 2009; SARAIVA-
PEREIRA; FITARELLI-KIEHL; SANSEVERINO, 2011; YOUNG, 2007). Changes
in the Cystic Fibrosis Transmembrane Condutance Regulator (CFTR) protein result
in extracellular dehydration and, consequently, pathophysiological manifestations in
structures lined by membranes, such as: lungs, pancreas, intestine, hepatobiliary tree
and the male genital tract. CF pathophysiological manifestations may range among
patients due to the residual CFTR function (TRUJILLANO; WEISS; KOSTER et
al.,2015; VANDEVANTER; KAHLE; O’SULLIVANet al., 2016).

The disease mainly affects Caucasian people, who are up to 1/2,500
homozygous and and 1/25 carriers of mutant alleles (DORNELAS; FERNANDES;
GALVAO et al., 2000; FARIA; FARIA; RIBEIRO et al.,2009; SARAIVA-
PEREIRA; FITARELLI-KIEHL; SANSEVERINO, 2011). The first mutation
identified in CF patients was a deletion of codon 508 (AF508) in cftr gene,
corresponding to 70% to 80% of the phenotypes worldwide and, markedly, in
Caucasians (CORVOL; BLACKMAN; BOELLE et al,, 2015; OTTO; NETO;
OTTO, 2013; SELIMOVIC; MUJICIC; MILISIC et al., 2015). Because genotypic
screening of CF is likely unfeasible for most patients (SARAIVA-PEREIRA;
FITARELLI- KIEHL; SANSEVERINO, 2011), the National Neonatal Screening
Program (PNTN) stipulated the immunoreactive trypsin (IRT) and the sweat test as
screening for CF in Brazil. The gold standard for diagnosis is the sweat test, which
must be performed in duplicate and at different times for the confirmation of CF in
case of chloride dosages greater than 60 mEq/L (DAL’MASO; MALLMANN;
SIEBERT et al., 2013; DOMINGOS; MAGDALENA; CAT et al., 2015).

In 1958, the Shwachman-Kulczycki Clinical Scale (SK) was firstly described
to score CF patient’s general state based on general activity, physical examination,
nutrition and radiological findings (KHALILZADEH; HASSANZAD; BAGHAIE et
al., 2012; PEREIRA; FIGUEIREDO; PEDROSA et al., 2012;STOLLAR; ADDE;
CUNHA et al., 2011). The prognosis and life expectancy of CF patients is dependent
on genetic factors and external factors, for example: early diagnosis, adequate
treatment, adherence to therapies, among others (DE WATCHER; THOMAS;
WANYAMA et al., 2017). In this context, the present study aims to report clinical
and laboratory data according to the mutation AF508 of patients with CF attended at
a reference center in Goiénia, Brazil.

METHODS
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DATA COLLECTION AND ETHICAL ASPECTS

This is a descriptive cross-sectional and retrospective study. Data were
collected from the records of CF patients attended at a health reference center in
Goiania, Brazil, from January 2015 to September 2016. CF patients (N=66) were
divided into four study groups: AF508 homozygous patients, AF508 heterozygous
patients, AF508 negative patients and AF508 unknown genotype patients. The study
protocol was approved by the Research Ethics Board of the Federal University of
Goiés (Protocol # 1,724,723).

DATA ANALYSIS

The data were analyzed in SPSS (Statistical Package For Social Sciences)
version 23.0, as follows: data normality was assessed by the Shapiro-Wilk test (valid
n <49). The Kruskal Wallis tests with Bonferroni Correction for SK analysis and One
Way ANOVA with Tukey Post Hoc for sweat test 1 and 2, among groups. We used
Mann Whitney U to compare the variables regarding to physical or non-physical
therapy; and Spearman for correlations between SK score, age of diagnosis and
number of hospitalizations. For all the tests, p <0.05.

RESULTS

An amount of 66 patients had the records reviewed (Table 1), from who 24
had incomplete medical records due to no adherence to the treatment. The mean age
of the patients was 9.30 (z 5.64) in years, ranging from 0 to 21 y. 0. The mean age of
the diagnosis in months was 38.50 (¥47.30). The minimum and maximum SK
clinical score was 20 and 100 respectively, with a mean of 80.23 (x17.73) considered
between good and excellent score. Between the sweat test in the first and second
moments, the mean values were 88.82 (£36.66) and 77.93 (£30.56), respectively.

There was a statistically significant difference in the first sweat test, between
AF508 heterozygous and AF508 negative patients (p=0.033) (Table 2). In the second
sweat test, differences were observed among: AF508 homozygous and AF508
heterozygous (p=0.012), AF508 heterozygous and AF508 negative (p=0.022) and
AF508 heterozygous and unknown genotype patients (p=0.021).

Despite differences in sweat test, there was no difference in SK score between
groups. In other hand, an inverse and moderate correlation was found between the
SK score and the age of diagnosis. The higher the age of the diagnosis, the lower the
SK values (R-0.320; p=0.039). Also, moderate correlation was found between the SK

clinical score and the number of hospitalizations, in which the higher the number of
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hospitalizations, the lower the SK values (R-0.488;p=0.001). No difference in SK
score was found between patients who underwent (78,03+£19,07) or not physical
therapy (83,30+18,80), p=0,562 on test Mann Whitney U.

DISCUSSION

CF is a complex disease with a variable clinical course. The broad knowledge
about CF its characteristics and prevalence is important to achieve appropriate
treatment, especially in the current scenario where there is a growing number of new
therapies that rely on subsidies based on patients genotype (FENG et al., 2018; REIS;
OLIVEIRA; PENNA et al., 2000). Sex distribution is similar to those found in the
literature, however the number of patients classified as non-white is higher than the
white patients, explained by region of high miscegenation.

The results of the genotypes among the patients who had the genetic test are
similar to those described in the Brazilian studies, and therefore differ from the
results of other countries. The decrease in frequency of the AF508 mutation in our
study, as was also described in the study by Perone et al. (2010) with a frequency of
26.13% patients homozygous AF508 and 25.23% AF508 heterozygous. The AF508 is
the most common mutation in Caucasians, therefore there is a variable frequency in
other populations.

The mean age of the diagnosis in years was 3.2, higher than in the study by
Marson et al. (2015), but lower than the reported by the Brazilian Cystic Fibrosis
Registry (2015), of 2.10 and 5.82 years, respectively. In 2002, the Cystic Fibrosis
Foundation reported the average age of diagnosis in the United States, as 6 months, a
fact that already evidenced the need for new means for the early diagnosis here in
Brazil and that is still evident to the present day. In this sense, it is important to
emphasize that early diagnosis is related to the reduction of comorbidities and
mortality, since the symptomatic treatment offers significant improvement in the
clinical (ALVAREZ; RIBEIRO; HESSEL et al., 2004).

The number of patients without genetic tests exceeds the data indicated by the
Brazilian Registry of Cystic Fibrosis, where 54.3% of the patients had not performed
the test. One possible hypothesis is that these data are variable between states, being
more likely to be more frequent in states where there are specialized research teams
that contemplate patients' genotypes.

The SK clinical score had an average higher than that found in the study by
Marson et al. (2015), which ranged from regular to good. The clinical score SK
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between the groups did not present significant difference. Regarding the significance
found in our study among the sweat tests performed between the groups, the
variation of the sweat test values in relation to the mutation found, as described
elsewhere (DE WACHTER et al., 2017). Such a data might be due to the difference
according to the mechanism interrupted by the mutation in the protein, presenting
residual function at different levels. These values may demonstrate that sweat tests
below 60mEQq/L do not exclude the diagnosis of CF.

The correlation between SK clinical score and age of diagnosis, demonstrate
the importance of early diagnosis in clinical and prognostic patients. The correlation
between SK clinical score and the number of hospitalizations, was expected, as
described elsewhere (ALVAREZ; RIBEIRO; HESSEL et al., 2004).

Physical therapy in patients with CF, although little explored in scientific
articles, is highly indicated and related to better prognosis. CF Patients due to
recurrent lung infections may progress to respiratory failure, which is the major
cause of death evidencing the importance of respiratory physical therapy as a form of
prevention. The treatment should be multidisciplinary, precocious and continuous,
enabling a better prognosis and quality of life for the patient (BORTHWICK;
BOTHA; VERDON et al., 2011; PEREIRA; FIGUEIREDO; PEDROSA et al., 2012;
VANDEVANTER; KAHLE; O’SULLIVAN et al, 2016).

CONCLUSION

Here, we report mean values of sweat test in homozygous AF508 lower than
the diagnosis consensus in CF patients. The AF508 heterozygous, AF508 negative
and unknown genotype patients had highly increased values of sweat test, but
without changes in clinical status by means of SK score. Conversely, there was a
correlation between early diagnosis and better scores on the SK clinical score. Thus,
CF early diagnosis has a more relevant impact on SK score than highly increased
values of sweat test.
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Table 1. Demographic and clinical-laboratory characteristics of patients.

AF508 genotype Total
Homozygous  Heterozygous Negative Unknown 100%
n % n % n % n % n %
Sex
Male 1 15 1 15 3 45 32 486 37 561
Female 3 4.5 2 3.0 2 30 22 334 29 439
Ethnicity
White 2 3.0 - - 2 30 8 121 12 182
Non-white 2 3.0 3 45 3 45 21 319 28 439
Not informed - - - - - - 25 38.0 25 379
Origin
Goiania City, Goias —, 5, 2 30 1 15 11 167 16 242
State
Another place 2 3.0 1 15 4 6,1 18 273 25 378
Not informed - - - - - - 25 379 25 379
Under
physiotherapy?
No 1 15 1 15 1 15 9 137 12 182
Yes 3 4.5 2 3.0 4 6.1 19 288 28 424
Not informed - - - - - - 26 394 26 394
Diagnosis
Clinical 4 6.1 2 3.0 5 76 29 439 40 60.6
IRT - - 1 15 - - 5 76 6 9.1
Not informed - - - - - - 20 303 20 303
Clinical
impairment
Respiratory tract - - - - 2 30 7 108 8 121
Digestive tract 1 15 2 3.0 3 45 8 121 14 212
Respiratoryand 5 4 g 1 15 - - 14 212 18 27.3
digestive tract
Not informed - - - - - 25 379 26 394

IRT = immunoreactive trypsin. Source: author data.
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Table 2. Comparison between groups of patients on SK and Sweat Test

Homozygous Heterozygous Negative Unknown p*
Mean (SD)
SK** 72.5(x23.9) 88.3(x07.63) 95.0(+05.0) 78.0(x17.8) 0,10
Sweat Test
L 72.3(x38.4) 141.0(+65.1) 69.8 (£23.1) 88.4(+31.6) 0,03*
Sweat Test
_— 49.5(+03.5) 137.5(¢41,7) 68.8 (¥24.9)  77.1(x26.1) 0,01*

*Significance level of p <0.05. ** Kruskal Wallis test. *** One Way Anova with Tukey Post Hoc. SK

= Shwachman-Kulczycki. Source: author data.
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THE ROLE OF cftr MUTATION CLASSES IN THE AGE OF DIAGNOSIS IN
CYSTIC FIBROSIS PATIENTS
THE cftr MUTATION CLASSES IN CF PATIENTS

ABSTRACT

Cystic fibrosis is a genetic disease caused by mutation in cftr gene, which is
divided into seven mutation classes. Mild and severe phenotypes regards to the class
type of mutation in the cftr gene. This study aimed to analyze patients with CF
according to genotype and phenotype relationship. Patients with class I/1l1 mutations
had an earlier diagnosis compared to patients with class 1V/V mutations. Patients
with CF with class I/11/1V and V mutations had no significant differences regarding
clinical status, lung function, BMI and BMI z-score. Patients without identified
mutation in the cftr gene had a lower chloride value in sweat compared to patients
with a class I/l mutation, and a better clinical status compared to patients with
mutation in the cftr gene. There was no difference between lung function, BMI and
BMI z-score between patients with and without mutation in the cftr gene. The
mutation class influenced the age of diagnosis in CF patients. The similarity between
patients may be due to factors such as late diagnosis, modifying genes, haplotype
background, and environment. Patients without mutation in the cftr gene probably
had a CFTR-related disorder, possibly with more CFTR residual function and better
clinical status.

Key words: Mucoviscidosis. CFTR Protein. Diagnosis.

O PAPEL DAS CLASSES DE MUTACAO cftr NA IDADE DE
DIAGNOSTICO EM PACIENTES COM FIBROSE CISTICA

AS CLASSES DE MUTACAO cftr EM PACIENTES COM FC
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RESUMO

A fibrose cistica € uma doenca genética causada pela mutacdo no gene cftr.
As mutacbes sdo divididas em sete classes, sendo os fendtipos brandos e severos
relacionados com o tipo de classe da mutacéo no gene cftr. O objetivo desse estudo
foi analisar, através de dados de prontuarios, a relagdo genotipo e fenotipo de
pacientes com FC. Verificou-se que os pacientes com mutagdes classe I/11 tiveram
diagndstico mais precoce comparado a pacientes com mutagdes classe IV/V. Os
pacientes com FC com mutagdes classe I/1I/IV/V ndo tiveram diferencgas
significativas quanto ao estado clinico, funcdo pulmonar, IMC e z-score IMC.
Pacientes sem mutacdo no gene cftr apresentaram menor valor de cloro no suor
comparados aos pacientes com mutacdo classe I/ll, e melhor estado clinico
comparado a pacientes com mutacdo no gene cftr. Pacientes com e sem mutagéo no
gene cftr ndo apresentaram diferenca entre funcdo pulmonar, IMC e IMC z-score. A
classe da mutacdo influenciou na idade do diagnostico nos pacientes com FC. A
semelhanca entre os pacientes pode ser devido a fatores como diagnéstico tardio,
genes modificadores, hapl6tipo background, e ambiente. Pacientes sem mutacdo no
gene cftr apresentaram uma desordem relacionada a CFTR, com maior funcdo

residual da CFTR e melhor estado clinico.

Palavras-chave: Mucoviscidose. Regulador de Condutancia Transmembrana em

Fibrose Cistica. Diagnostico.

INTRODUCTION
Cystic fibrosis is a recessive autosomal disease caused by a mutation in the

cftr gene®. The cftr gene encodes the CFTR protein, an important ion and bicarbonate
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channel regulator?3. Currently, more than 2,000 cftr gene mutations have been
identified®. Mutations are divided into VIl classes according to the ruptured
mechanism and residual function of CFTR®®,

The mutation in cftr is related to the phenotype of the CF patient’. Classes |
and Il have the most severe phenotypes, usually with a few functional CFTR proteins
or even without protein synthesis®®°.Classes IV and V are related to milder
phenotypes, with functional CFTR proteins in reduced amount or with defective
channel conductivity!'?, In cases of composite heterozygous, these classes of
mutation are more expressive in the phenotype®®.

CF patients generally have systemic and diversified severity, normally the
organs most affected are the lung and pancreas®*. Salty sweat is a common feature,
being the chloride values in the sweat test used for CF diagnosis®. In the present
study, we aimed to evaluate, through medical records, the relationship between

genotype and phenotype in CF patients attended in Goiania, Goias, Brazil.

METHODS
Ethical aspects and data collection

The study protocol was approved by the Research Ethics Board of the Federal
University of Goias (Protocol #1,724,723).
Data collect

This is a retrospective cross-sectional study with 51 CF patients. Data were
collected from the records of CF patients attended at a health reference center in
Goiania, Goias State, Brazil, from September 2016 to September 2018. Our inclusion

criterion was: patients with CF diagnosed by cftr genotyping. As exclusion criteria:
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patients with clinical diagnosis other than cftr genotyping; absence of available
medical records.

The following variables were analyzed: sex, white and non-white, age on 31st
July 2018, age at diagnosis (in month), sweat chloride (mmol/L), Shwachman-
Kulczycki clinical score (SK), BMI (Body Mass Index) for patients under 19 y.o. and
for patients over 19 y.o, BMI Z-score (patients under 19 y.o., according to WHO
Anthro Plus), pancreatic insufficient (PI), predict forced expiratory volume in
the first second (FEV1%). Variables described as “missing data” were those
unreported data in the CF patient’s records.

CF patient’s analysis was performed by arranging patients in two genetic
groups: CF I, patients with mutations class I or I, and CF 1l patients with mutations
class IV or V. Heterozygous patients who had mutations class IV or V and another
mutation class I or 11 were allocated in CF II. In the case of composite heterozygosis,
milder mutation is prevalent in the phenotype®®. Patients with unknown class
mutation had data analyzed according to the class of the second allele, when
applicable. We also analyzed patients without cftr mutation identified and compared
them with the other groups.

Data analysis

The data were tabulated in Excel and analyzed in SPSS (Statistical Package
For Social Sciences) version 20.0. The normality of the data was verified using the
Shapiro-Wilk test (valid n <49). A descriptive analysis was performed with mean,
standard deviation, minimum and maximum values for absolute variables, frequency
and percentage for relative variables.

Independent Samples t Test was performed in order to compare the means

between the genetic groups, classes I/ll and classes 1V/V. We used the One Way

64



ANOVA with Tukey Post Hoc for comparison in SK score and sweat chloride
among groups classes I/11, IV/V and without cftr mutation. Correlation of Spearman
was used between age of diagnosis and BMI < 19 y.o. and correlation of Pearson
between: SK score and FEV1%, BMI < 19 y.o., BMI z-score; FEV1% and age, BMI
< 19 y.0.,, BMI z-score. Linear regression was used to association between
continuous variables FEV1% and SK score. P value < 0.05 was required for
significance.

RESULTS

CF patients and genetic groups

The overall mean age of the patients was 14.1+8.1 y.o., while the mean age at
diagnosis was 67.8+£103.5 months, approximately 5.6 y.o. The value of chloride in
sweat ranged from 47 to 216 mEqg/L. The clinical score SK had a minimum of 55 and
a maximum of 100, with an average of 74.5+12.5. BMI of patients >19 y.o. ranged
from 15.20 to 30.90. The BMI z-score had an average of —0.37£1.9 (- 4.23 to 5.40).
FEV1% ranged from 23 to 103, with a mean of 66.64+22.1. The most frequent
mutant alleles were F508del (42.9%), R334W (12.9%), S4X (11.4%), R1066C
(7.1%), G85E (5.8%), G542X (2.9%), V232D (2.9%) followed by ten other
mutations (14.1%). The simple linear regression model showed that FEV1% can
predict the SK score in CF patients [F(1,23) = 13,983, p <0.01; R2 = 0.378]. The SK
score corresponded to 51,043 + 0,331 x FEV1%. Therefore, 37.8% of the data
variation of SK scores can be explained by FEV1%. Data were arranged by groups as
described in Table 1. Patients in the CF | group had a lower mean age at diagnosis
compared to the CF 11 group (Figure 1A).

Relationship between variables
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We found directly proportional correlations between: clinical score SK with
FEV1%, BMI <19 y.o. and BMI z-score; FEV1% with BMI <19 y.o. and BMI z-
score. We also observed a moderate inversely correlation between the age of
diagnosis with BMI < 19 y.o. and FEV1% with age of the patient (Table 2).

Patient’s without cftr mutation

Data from patients without cftr mutation identified are described in Table 3.
These patients' age ranged from 5 to 23 y.0..The mean age of diagnosis was
approximately 4.9 y.o. (4 to 168 months). The value of chloride in sweat ranged from
45 to 121 mmol/L and the minimum value of the SK score was 65. In the
comparisons with CF | and CF 11, there was significant differences in the chloride
value of the sweat test between the patients without cftr mutation and CF | (p=0.00)
(Figure 1b). Patients without cftr mutation had value lower than the CF | of sweat
chloride, with an average of 70.0+22.4 and 107.8+37.4, respectively (Figure 1c).
There was also significant difference among the SK scores in negative genotype
patients, CF I (p=0.00) and CF Il (p=0.03) (Figure 1c). Patients without cftr mutation
had a higher SK score than the other patients. The mean SK score of patients without

cftr mutation was 88.4+10.8, CF | 74.7+13.6 and CF |l 73.5+8.9.

DISCUSSION

Mutations classes in cftr influenced the mean age of CF diagnosis, because
patients with mutations class I/1l were a diagnosed earlier than patients with
mutations class 1VV/V. Patients without cftr mutation showed lower sweat chloride
values than patients with mutation of class I/Il as expected. Patient’s negative test

genetic had better SK score than all patients analyzed.

66



CF phenotypes are partially dependent on the classes of residual protein
function®®. Class I, Il, 111 and VI have a lower residual function when compared with
class IV and V>, Classes I, Il, Ill are usually associated with pancreatic
insufficiency, reduction of pulmonary function, malnutrition and higher mortality.
Classes IV and V are associated with sufficient pancreatic, mild lung disease and
longer life expectancy®®'®. In our study, patients did not present significant
differences related to lung function, BMI and BMI z-score when compared between
the classes I/l and IV/V.

Each organ has a specific phenotype and is subjected to a specific penetrance
in CF!®. The development of pulmonary diseases throughout life has high penetrance,
including variables lung function decline, severity of lung disease and chronic
bacterial infection®?°, The sweat duct is under high penetrance of cftr, reflecting in
the concentration of chloride in patient’s sweat*®. We found values of chloride in
sweat above those considered normal, including in patients without cftr mutation, but
no difference among patients with class I/ll mutations compared to patients with a
class IV/V mutation.

Regarding pancreatic insufficiency, despite being related to more severe
mutations, 88% patients with mutation class I/11 and 63% of patients with mutation
class IV/V were pancreatic insufficient. The phenotypic expression of pancreatic
sufficiency may be modified by several environmental influences, such as exposure
to smoke, microorganisms, pollution, climate, socioeconomic conditions and
nutrition?!. There were no difference between nutritional status by BMI and BMI z-
score among patient groups, which variable might be modified environmental factors
and modifying genes. These non-genetic factors may explain our findings, because

environmental and non-CFTR factors potentially decrease the correlation between
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phenotype and genotype!®1822, Our CF patients with mutation classes I/I1 had lower
mean age at diagnosis when compared with mutations classes IV/V patients. These
findings might be due to mutations classes I/Il have earlier onset of classic
symptoms?. It is also possible that the absence of difference clinical between
patient’s mutations classes is due to late diagnosis. Early diagnosis generally is
associated to better clinical status.

Brazil has the neonatal screening for CF, which is performed by the IRT
value evaluation?®. IRT is a pancreatic enzyme, generally elevated in patients with
CF due to obstruction of canaliculi and pancreatic ducts, however, it is not specific
for CF'°. The most usual diagnosis method among our CF patients was associated
with sweat test. Solely patients with class I/l mutations were diagnosed by IRT
(20% of patients). It is important to identify if these data are due to non-screening, as
a result of having been proposed in Brazil by the national neonatal screening
program only in 2012, or the existence of false negatives. The reason should be
investigated more carefully. It is also mandatory to identify if the pitfalls of the
screening are operational, laboratory error, procedural change®, or biological,
associated or not with genetic condition.

We found association between the SK score with the FEV1%. So, although
the SK score did not directly assess lung function, they were still associated. Patients
had nutritional status, BMI and BMI z-score in patients younger than 19 y.o.
associated with the SK score and FEV1%. The association between BMI decrease
and decline in lung function has already been described elsewhere, which evidenced
the importance of BMI control and treatment of malnutrition to improve pulmonary
status because pulmonary health depends on the nutritional status of the patient?®?’.

The BMI of these patients also maintained a relation inversely proportional to the
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average of the diagnosis, indicating that the higher the ages of the diagnosis are
associated with the malnutrition, as described elsewhere?®?, Pulmonary function was
negatively related to the patient's age, the higher the age the lower the FEV1%
values. This association demonstrates the decline of progressive lung function®.

Patients, who do not fulfill all the diagnostic criteria for CF diagnostic,
usually have involvement of one affected organ. These patients are identified with
CFTR-related disorder®!. Here, most patients without cftr mutations were pancreatic
insufficient. They also had FEV1% and BMI parameters similar to those CF patients
class I, Il, 1V and V mutations. However, they presented higher SK score values,
which indicate a better general state. Possibly, these patients had a mild decrease in
the CFTR protein function. Therefore, genetic testing is a fundamental strategy to
stratify CF patients and to diagnose CFTR-related disorder cases or even to exclude
CF.

We conclude that, according to mutation classes, our CF patients had a
difference on age at diagnosis, because patient’s mutation classes I/II had an early
diagnosis. There is no difference between patient’s mutations classes I/Il and IV/IV
in function pulmonary, nutrition status, chloride in sweat and clinical status. The
similar clinical status in CF patients might due to late diagnosis, haplotype
background, modifying genes or the environment. Patients without cftr mutations
had a phenotype similar to CF patients, but they had a greater residual function of

CFTR and better clinical condition.
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Table 1. Profile of CF | and CF Il patients.

Characteristics CF1 CF1l p

(n=25) (n=11)

Female 17 (68%) 4 (36%)

Non-white 14 (56%) 8 (72%)

Missing data 1 1

Age (y.0.) 12.245.3 18,8+11.6 0.11

Missing data 1 1

Diagnosis - IRT 5 (20%) 0 (0%)

Missing data 1 1

Age diagnosis (months) 29.9451.2 159.0+139.8 0.01*

Missing data 1 1

Sweat chloride 107.8+37.4 86,4+16.0 0.09

Missing data 2 1

SK score 74.7£13.6 73.5+8.9 0.82

Missing data 2 4

BMI >19y.0. 17.1+2.0 22.8+4.8 0.10

BMI<19y.o0. 16.1+2.7 18.245.0 0.19

Missing data 1 1

BM| z-score -0.54+1.9 0.37+£2.1 0.36

Missing data 1 1

FEV1%opred 63.7£18.7 74.0£29.1 0.37

Missing data 5 3

Pancreatic insufficient 22 (88%) 7 (63%)

Missing data 1 1

Data described in (meantSD) and (n%). IRT: immunotripsin reactive; SK:
Shwachman-Kulczycki; BMI: Body Mass Index; FEV1%pred: predict forced
expiratory volume in the first second; BMI < 19 y.o.: patients over 19 y.o.; BMI <
19 y.o.: patients under 19 y.o. *Independent Samples t Test.




Table 2. Correlation data of CF patients.

Coefficient p-
(n value
SK score
FEV1%pred 0.61 0.00
BMI <19 y.o. 0.42 0.05
BM| z-score 0.54 0.00
Age diagnosis
BMI<19y.0. -0.41 0.03
FEV1%pred
Age -0.46 0.01
BMI <19 y.o. 0.55 0.00
BM| z-score 0.53 0.01

SK: Shwachman-Kulczycki; BMI: Body Mass Index;
FEV1%pred: predict forced expiratory volume in the

first second.
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Table 3. Profile of patients without cftr mutation.

Characteristics Without cftr
mutation (n=15)

Male 73.3%
Non-white 80%
Missing data 2
Age (y.o0.) 13.79t5.4
Missing data 1
Diagnosis — IRT 0%
Missing data 1
Diagnosis age (months) 59.4457.2
Missing data 1
Sweat chloride 70.0£22.4
Missing data 3
SK score 88.4+10.4
Missing data 2
BMI >19y.0. 19.5+2.8
Missing data 1
BMI <19y.0. 17.4+4.0
BMI z-score -0.5+1.0
FEV1%pred 81.0+20.5
Missing data 7
Pancreatic insufficient 93.3%
Missing data 1

Data described in (mean£SD) and (n%). IRT: immunotripsin reactive; SK:
Shwachman-Kulczycki; BMI: Body Mass Index; FEV1%pred: predict
forced expiratory volume in the first second; BMI < 19 y.o.: patients over

19y.0.; BMI <19 y.0.: patients under 19 y.o..
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Figure 1. Difference among groups analyzed
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Figure A. Mean age of diagnosis in months of the CF group | and CF Il (p = 0.01). Independent Samples t Test.
Figure B. Difference of chloride value in test among patients without cftr mutation and CF | (p=0.00), patients
without cftr mutation and CF Il (p=0.42). One Way ANOVA with Tukey Post Hoc. Figure C. Difference of
Swachman-Kulczycki (SK) score among patients without cfrt mutation and CF | patients (p=0.00), patients
without cftr mutation and CF Il (p=0.03). One Way ANOVA with Tukey Post Hoc.
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HEALTH-RELATED QUALITY OF LIFE: CLINICAL DATA
ASSOCIATIONS IN CYSTIC FIBROSIS PATIENTS

Yasmim Queiroz Santos; Clarissa Dal Molin dos Santos; Lorrany Martins da
Silva; Lucieli Boschetti Vinhal; Lusmaia Damasceno Camargo Costa; Flavio

Monteiro Ayres.

ABSTRACT

Objective: We aimed to analyze the relevant clinical factors in the HRQoL of
patients with CF and parents and / or caregivers. Methods: This is a cross-sectional
study with the application of the Cystic Fibrosis Questionnaire (CFQ-R) performed
between January 2017 and July 2018 at a CF Reference Center in Goiania, Goias,
Brazil. Thirty-six subjects participated in this study, of which 12 were parents and /
or caregivers and 24 were CF patients. Results: Patients older than 14 y.o. had
higher scores in the nutrition domain and lower in the treatment domain compared to
patients between 6 and 13 y.o. Sweat chloride values showed an inversely
proportional relationship with respiratory, body image, emotional and final score
scores of CFQ-R in patients with 6 to 13 y.o. The influence of chloride on sweat did
not persist in older patients. Conclusion: Patients older than 14 years demonstrated
an inversely association between early diagnosis and higher scores in the respiratory
and digestive domain. We observed correlations of specific domains of HRQoL with
clinical and laboratorial outcomes. The value of chloride in sweat was not a factor
associated with various domains the HRQoL of patients over 14 years of age with
CF. We concluded that the multiprofessional treatment carried out at the reference
center was decisive for overcoming the clinical influence of the chloride value on
sweat in the HRQoL.

Keywords: Mucoviscidosis; Sickness Impact Profile; Genotype; Prognosis.

RESUMO

Objetivo: Nosso objetivo foi analisar os fatores clinicos relevantes na
Qualidade de vida relacionada a Saude (QVRS) de pacientes com FC e pais e/ou
cuidadores. Métodos: Trata-se de um estudo transversal com a aplicacdo do Cystic
Fibrosis Questionnaire (CFQ-R), realizado entre janeiro de 2017 e julho de 2018 em

um Centro de Referéncia de FC em Goiania, Goias, Brasil. Participaram do estudo
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36 individuos, sendo 12 pais e/ou cuidadores e 24 pacientes com FC. Resultados: Os
pacientes com mais de 14 anos apresentaram pontuacao superior no dominio nutricéo
e inferior no dominio tratamento, comparado com pacientes entre 6 e 13 anos de
idade. Os valores de cloreto no suor demonstraram uma relacdo inversamente
proporcional com os escores de dominios respiratorio, imagem corporal, emocional e
escore final do CFQ-R, em pacientes com idade entre 6 e 13 anos. A influéncia do
valor de cloro no suor ndo se manteve nos pacientes mais velhos. Concluséo:
Pacientes maiores de 14 anos demonstraram associacdo entre diagnostico precoce e
maiores pontuagdes no dominio respiratorio e digestivo. Foi possivel observar
correlagbes de dominios na QVRS com os desfechos clinicos e laboratoriais em
pacientes com FC. O valor de cloro no suor deixou de ser um fator associado a
QVRS dos pacientes acima de 14 anos com FC. Nés concluimos que o tratamento
multiprofissional realizado no centro de referéncia foi determinante para superagao
da influéncia negativa do valor de cloro no suor na QVRS.

Descritores: Mucoviscidose; Perfil de Impacto da Doenca; Genotipo;

Progndstico.

INTRODUCTION

Cystic Fibrosis (CF) is a chronic, progressive, autosomal recessive disease’?.
It is caused by a mutation in cftr gene®. CF is most common in the Caucasian
population*. There are more than 2,000 cftr mutations®, divided into classes
according to the residual function of the protein®’. The clinical manifestation and
severity of CF is variable according to genotype®.

CF affects multiple organs®, including chronic obstructive pulmonary disease,
pancreatic insufficiency and high electrolytes in sweat®. Frequently, these patients,
who have an unclear prognosis, spend long time with improper treatment.
Limitations caused by the CF may influence on quality of life (QoL)"*?, which is a
multi-dimensional subjective assessment encompassing physical, psychological and
social well-being features®®.

Health related quality of life (HRQoL) assessment is the patients perspective
about symptoms and daily functioning'*%*>. HRQoL is important to monitor the

course of treatment, from the prevention of comorbidities to development of some
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specified strategies for CF®. The aim of this study was analyzing the clinical factors
that influence on the HRQoL in patients with CF.
METODOLOGY

Ethical aspects and data collection

The study protocol was approved by the Research Ethics Board of the Federal
University of Goias (Protocol #1,724,723). This is a cross-sectional study. Date of 36
individuals, 24 CF patients with genetic diagnosis and 12 parents and/or caregivers
were collected from January 2017 to July 2018. The individuals were from the
outpatients facilities in a reference center in Goiania, state of Goiés, Brazil. The
inclusion criteria were: be diagnosed from CF by the genotyping; being parent and/or
caregiver of a CF patient. Exclusion criteria were: patients under 6 y.o.; cognitive
impaired due to neurological complications; more than 2 positive answers in a
clinical stability questionnaire.

The instrument used to evaluate the quality of life was the CFQ-R
questionnaire, validated in Portuguese language!’. The questionnaire consists of four
versions: for patients aged 6 to 11 y.o.; for patients between 12 and 13 y.o.; for
patients over 14 y.o.; and for parents and/or caregivers. CFQ-R questionnaire has
specific and general questions about the patient, such as age, sex, ethnicity and
schooling, including domains on patients' physical, psychological and social
conditions. The version for parents and caregivers approaches the perception about
their children. The questionnaire score ranges from 0 to 100 points; the better
HRQoL is defined by the highest score. Scores of CFQ-R questionnaire below 50
demonstrate poor HRQoL!. The questionnaire was applied during medical
consultations or after the physiotherapy session, in a reserved room.

Questionnaire for patient with CF from 6 to 11 y.o., composed by 35
questions, was applied by the researcher of this study. The questionnaires for patients
with CF between 12 and 13 y.o., over 14 y.o. and parents and/or caregivers are
composed of 35, 50 and 44 questions, respectively. These questionnaires answered
by the individuals themselves. In case of the doubts, they were clarified by the
researcher. Questionnaire execution lasted an average of 15 minutes.

We also analyzed the following variables collected from the patient’s records:
age of diagnosis, chlorine value in the sweat test, Shwachman-Kulczycki (SK)

clinical score, BMI (patients under 20 y.o. and patients over 20 y.o.), BMI z-score,
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pancreatic insufficiency (Pl), Forced expiratory volume in one second predicts
(FEV1%). Genotype data were also collected from patient’s medical records, most of
them detected by using Illumina HiSeq platform. CF patient’s genotype HRQoL
analysis was performed by arranging patients in two genetic groups: patients with
mutations class | or II; and patients with mutations class IV or V. Heterozygous
patients who had mutations class IV or V and another mutation class | or Il were
allocated in patient’s class IV e V. Case of composite heterozygosis, milder
mutations is prevalent in the phenotype. Patients with unknown class mutation had

data analyzed according to the class of the second allele, when applicable.

Data analysis

The data were tabulated in Excel and analyzed in SPSS (Statistical Package
For Social Sciences) version 23.0. The normality of the data was verified using the
Shapiro-Wilk test (valid n <49). A descriptive analysis was performed with mean,
standard deviation, minimum and maximum values for absolute variables, frequency
and percentage for relative variables.

The Independent Samples T Testwas performed in order to compare the
means between the genetic groups; patients aged 6 to 13 and over than 14; patients
aged 6 to 13 and parents and / or caregivers; and patients by sex. The correlation of
Spearman was used for associations among: sweat chloride and domains respiratory,
body image, emotional and CFQ-R total score, in patients aged 6 to 13; sweat
chloride and digestive domain, in patients over 14; BMI and weight domain, in
patients over 20; age and domains body image, eating, treatment, CFQ-R total score;
sweat chloride and treatment, in all CF patients.

The correlation of Pearson was used for associations among: age of diagnosis
and respiratory and digestive domains; SK score and body image domain; BMI and
digestive domain; VEF1% and CFQ-R total score, all in patients over 14; age and
respiratory domain; age diagnosis and respiratory domain; SK score and treatment
domain, in all CF patients.

RESULTS

The clinical data were analyzed in groups according to the quality of life
questionnaires, except for patients between 12 and 13 y.o., who were analyzed
together with patients aged from 6 to 11, because they were only two patients. Thus,

clinical data are described in two groups: patients aged 6 to 13 and patients over 14
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y.0.. The variation in the number of the clinical data of patients is due to the
availability of data records. The analysis of the clinical data is described in Table 1.
The most relevant data are related to patients over 14 y.o. who had a higher age of
diagnosis compared to patients aged 6 to 13. The comparison of the CFQ-R between
patients of mutation classes | and Il and mutation classes of 1V and V showed no
statistically significant difference. No significant difference was found in the
comparison of the quality of life among CF patients according to sex.

The data of the questionnaires are described in Table 2. Patients presented
remarkable differences in the eating and treatment domains. Patients over 14 y.o. had
higher scores related to the eating (p=0.00) and lower treatment domain (p=0.00),
compared to patients aged 6 to 13. Parents and/or caregivers have a lower scores in
the eating domain compared to patients aged 6 to 13 (p=0.02).

We performed correlation analyzes between the clinical data and the domains
of the questionnaires, and also between the domains of the questionnaires
themselves. The results of correlation analyzes are described in Table 1. The values
of sweat chloride in patients aged 6 to 13 showed an inversely proportional relation
to respiratory, body image, emotional domain scores and CFQ-R final score. Lower
ages of diagnosis were related to higher scores in respiratory and digestive domains,
in patients over 14 y.o.. Patients aged 6 to 13 showed higher scores in eating, social,
digestive and respiratory domains associated with better values of emotional domain.
Patients over 14 y.o. with higher scores in SK score and FEV1% demonstrated an
association with better scores in the body image domains and CFQ-R final score,
respectively. Patients over 20 y.o. had a directly proportional association between
BMI values and weight domain.

DISCUSSION

The HRQoL of our CF patients was influenced by clinical factors, among
them: age of diagnosis, sweat chloride, SK, BMI and FEV1%. Patients aged 6 to 13
had an influence the sweat chloride in HRQoL, while CF patients over 14 y.o.
demonstrated age of diagnosis, sweat chloride, SK, BMI and FEV1% as influence
factor. The influence of the age of diagnosis, BMI and FEV1%, on HRQOL, gives us
possibilities of strategies to improve these parameters and, consequently, the
HRQoL. We identified differences between CF patient groups in the eating and
treatment domains. Male patients reported lower scores on body image and higher
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scores on physical function compared to female patients'®. Despite of this, our study
did not further identified differences in HRQoL comparing CF patients by sex.

The lower the patient age the greater the performance in domains such as
body image, treatment, respiratory and also the final score CFQ-R. As the age
advances, performance improves only in the eating domain. Our CF patients aged 6
to 13 demonstrated a better score in the treatment domain, as described
elsewhere?®?!, There is a deterioration of HRQoL in CF patients from 12 y.o., as
described elsewere??. So, these data highlight the need to monitor the HRQoL in our
CF patients, in order to identify causal factors of HRQoL decrease and develop new
control strategies. The HRQoL decrease might be related to a lower tendency to
anxiety and depression among children. Consequently, CF patients children have a
more positive perspective with treatment CF?3242,

Parents and/or caregivers presented in HRQoL, lower values among
treatment, emotional, eating and digestive domains, compared to CF patients, as
described elsewhere?'. Our study also identified lower scores in parents and / or
caregivers, in eating domain, compared to patients aged 6 to 13. Parents and / or
caregivers might presented lower scores in some domains due to stress generated
from various settings: treatment requirements; constant limitations in CF patients
life’s and unmet expectations?®?’,

The CF phenotype is partially determined by the genotype?®. The patient's
phenotype varies according to the mutation class, determined by the residual function
of the CFTR protein. There was no difference related to quality of life regarding to
the classes mutations of our CF patients. The value of chlorine in sweat is a
dependent variable of the residual function of the protein and, consequently, of the
genotype. Contradictorily, we identified negative associations in sweat chloride with
domains respiratory, body image, emotional and CFQ-R total score, in CF patients
aged 6 to 13. However, this negative association did not persisted in patients over 14
y.0.. The values of sweat chloride had a positive association with digestive domain in
patients over 14 y.o., indicating that there is not a negative influence of sweat
chloride in these patients. Independent of CF patients age, the high the values of
sweat chloride the lower the treatment domain. We believe that multi-professional
treatment realized in our center, with physicians, psychologists, physiotherapists,
nutritionists, social workers and others, might be a determinant factor in

impersistence of sweat chloride HRQoL determination.
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Our patients presented positive associations between the severity of the
disease, evaluated by SK scores, and HRQoL. Independent of age, CF patients, had
an association between better SK scores and better treatment domain. CF patients
over 14 y.o. had a positive association between SK and the body image domain.
Other studies also showed a positive association between disease severity and
HRQoL 242230 patients with CF over 20 y.o. had a positive association between BMI
and the weight domain, as described elsewhere®®. Malnutrition is a comorbidity
usually related to the decline of lung function and worse prognosis®®2. Thus,
nutritional control it is a factor important also in HRQoL, especially in older patients.

Decreased lung function is a comorbidities associated with mortality in CF
patients®. In our study, patients with CF regardless of age have a direct association
between lung function and quality of life. In particular the higher values of FEV1%
are related to better performances in body, emotional and respiratory image. This
finding corroborate with the influence of lung function on emotional stress3%34,

This is a pioneer study of quality of life in CF patient in state of Goias. We
found important influences of the clinical data in HRQoL, especially possible factors
to establish strategies for improvement, such as: age of diagnosis, BMI and FEV:.
We failed to identify a correlation between HRQoL and patient’s genotype. In other
hand, the influence of sweat chloride on HRQoL in younger patients and irrelevance
in older patients, provide us with important information about the effectiveness of
multi-professional treatment in which patients was inserted. We suggest that HRQoL
can be used in clinical practice because it provides important parameters on the

general condition of the CF patient and treatment.
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Table 1. Clinical data of CF patients by age groups.

CF patients 6 - 13 y.0. CF patients >14 y.o.
Characteristic N Mean SD N Mean SD p*
Sex
Female 7 70% 7 50%
Male 3 30% 14 50%
Age 11 9.18+2.18 13 21.77+7.38
Non White 5 50% 11 84.61%
White 5 50% 2 15.39%
Diagnosis Age (in months) 11 26.73+39.59 13 130.23+140.09 0.02
Diagnosis
IRT 2 20% 0 0
Clinical 8 80% 13 100%
Sweat Chloride 11 98.73+50.46 13 103.46+26.24 0.77
SK score 7 79.29+15.66 13 68.85+97.68
BMI under 20 y.o. 11 16.76+3.82 5 17.20+3.21 0.82
BMI over 20 y.o. 8 20.70+4.80
BMI Z-Score 11 0.10£1.70 5 1.44+1.71 0.11
VEF1% Pred 10 74.60+17.47 12 62.00+23.84 0.18
IP
Yes 9 81.82% 11 100%
No 2 18.18% 0 0

*Independent Samples t Test. IRT: immunotripsin reactive; BMI: body mass index; FEV1%pred: predict forced
expiratory volume in the first second; SK: Shwachman-Kulczycki.




Table 2. HRQoL domain scores in CF patients questionnaires

Patients 6-11 y.0.  Patients 12-13y.0.  Patients >14 y.o.  Parents/caregivers

Domains
(n=9) (n=2) (n=13) (n=13)
Physique
63,90+3,31 64.58+8.84 70.96+18.20 71,15+17,10
Body image
92,60+10.57 66.66+35.35 73.07+£21.28 84,61+21,20
Emotional
73,61+9.64 65.62+4.42 79.61+18.19 75,38+10,70
Social
74.20£5.30 57.14+10.10 68.60+9.56 63,46+12,97
Eating®
69.44+12.50 75.00+11.78 91.66+9.00 54,04+18,64
Treatment?
66,66+12.50 75.00+11.78 51.28+8.22 62,82+13,86
Digestive
80.55+24.29 62.50+17.67 90.40+15.15 85,90+12,90
Respiratory
84,02+15,97 53.12+30.93 71.21+17.52 83,65+14,58
Vitality
- - 65.40+9.41 63,07+8,04
Healthy
- - 54.50+24.20 42,30+13,80
Social role
- - 62.82+17.87 -
Weight
- - 63.46+33.25 73,07+25,94
CFQ-R total score 75,62+6,28 64.95+2.79 70.24+5.44 69,04+6,40

Data described in mean and SD; 2Difference between patients between 6 and 13 y.o. and patients over 14 years

p=0.00; PDifference between patients between 6 and 13 y.o. and parentes/caregivers, p=0.02.
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Table 3. Correlation between clinical data and HRQoL of CF patients.

Patients R p
Respiratory -0.60 0.04
Aged 6-13 Sweat chloride Body image -0.68 0.02
Emotional -0.68 0.02
CFQ-R total score -0.68 0.02
Age diagnosis Respiratory -0.70 0.00
Digestive -0.66 0.01
Over 14 y.o. Sweat chloride Digestive 0.56 0.04
SK score Body image 0.55 0.04
BMI >20y.0. Digestive -0.76 0.05
Weight 0.77 0.01
VEF1%Pred CFQ-R total score 0.75 0.00
Body image -0.47 0.02
Age Eating 0.59 0.00
Treatment -0.57 0.00
Respiratory -0.55 0.00
CFQ-R total score -0.47 0.02
Age diagnosis Respiratory -0.42 0.02
Sweat chloride Treatment -0.46 0.02
SK score Treatment 0.45 0.04
All patients BMI Emotional 0.61 0.01
Body image 0.55 0.00
VEF1%Pred Emotional 0.44 0.03
Respiratory 0.51 0.01
CFQ-R total score 0.62 0.00

BMI: body mass index; FEV1%pred: predict forced expiratory volume in the first second; SK:
Shwachman-Kulczycki.
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GENOTYPIC ANALYSIS OF THE GENE cftr IN MIDWEST REGION OF
BRAZIL AND PRECISION MEDICINE: NEW POSSIBILITIES

ABSTRACT

Introduction: Cystic fibrosis is an autosomal recessive disease caused by mutation
in cftr gene. More than 2,000 mutations were discovered, which are variable
according to geographic location and ethnicity. Identification of patient mutations is
extremely relevant information for the treatment of precision medicine. The present
study was aimed to identify patients eligible for precision medicine and to identify
promising medications according to a literature review. Metodology: Data were
collected from patients' charts at a Reference Center in Goiania. We analyzed the
mutations described by cftr genotyping. A bibliographic survey was performed using
descriptors, ClinicalTrials.gov, EudraCT or company website responsible for the
studies. Results: Approximately 22.2% of our CF patients were eligible for precision
medicine therapies. Possible specific mutation drugs for CF patients attended in
Goiania were: Symdeko®, Orkambi® and Kalydeco®. Triple combination therapy
(GLPG2222, GLPG2451, GLPG 2737 ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03540524)
appears to be an interesting alternative for expanding target mutations. The
repositioning of the drugs Cysteamine, EGCG and Roscovitine was a promising
alternative for precision medicine with advantages over cost. Conclusion: The
survey of regional mutations makes possible new strategies for diagnosis, screening
and treatment. The promising drug scenario in precision medicine highlights the
importance of genetic study for CF patients.

KEYWORDS: GENOTYPE, CFTR, PHARMACOGENETICS.
FUNDING: PROEXT/SIGProj N°: 116463.480.94044.13042012
INTRODUCTION

Cystic fibrosis is an autosomal recessive disease caused by mutation in cftr

gene (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), which encodes the

main cAMP/PKA activated anion conductance channel expressed in the
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epithelium®?. Over 2.000 mutations in cftr gene are classified among VII classes
according with the residual protein function*,

CF is the most common lethal disease in Caucasian, however it currently
affects all ethnic groups in a broad range of prevalence®. This lethal phenotype is
mainly due to severe clinical manifestations regarding decline of lung function®. CF
prevalence in Brazil is estimated in approximately 1/7,576 live births’, where only
46.2% of all the 3,857 CF patients had the cftr genotype investigated®. Goias State, in
the midwest of Brazil, has a highly mixed population, including haplotypes from
Europe (62.7%), Africa (20.6%), and Amerindia (16.7%)°. In such a population
variability, the panel of molecular markers determined for North American and
European populations are not suitable for a proper diagnosis and follow-up™®.

Currently, genetically based information is important for precision medicine,
which bases the treatment according to patient’s genetic makeup!l. Precision
medicine has achieved unique positive results in pulmonary comorbidities®.
Accordingly to the precision medicine, drugs repositioning is a recent and widely
explored strategy to avoid long process to developing a drug®®. In this study, we
considered cftr mutations found in a reference center of Goias State, Brazil, to

suggest innovations in CF treatment by precision medicine.

METHODS
Ethical aspects and data collection

The study protocol was approved by the Research Ethics Board of the Federal
University of Goias (Protocol # 1,724,723). This is a descriptive cross-sectional and
retrospective study with review of literature. Data were collected from the records of
CF patients who had the genetic test attended at a health reference center in the city
of Goiania, Goiés State, Brazil, from January 2015 to July 2018.

Genotype data were collected from patient’s medical records, most of them
detected by using Illumina HiSeq platform. Data on mutations have been described
using Cystic Fibrosis Mutation Database (CFTR1)
(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/app), CFTR2 (https://www.cftr2.org/) and the
Brazilian Registry of Cystic Fibrosis (REBRAFC) by Brazilian Group of Cystic

Fibrosis Studies.

Collection of drugs bibliographic data
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Data were collected in January to September of 2018, using the following
electronic databases: PubMed, LILACS, MEDLINE, CAPES, and SciELO. The
descriptors used in the search were selected through Health Sciences Descriptors:
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator; drug therapy; clinical trial;
regulador de conductancia de transmembrana de fibrosis quistica; tratamiento
farmacolégico; ensayo clinico; regulador de condutancia transmembrana em fibrose
cistica; tratamento farmacol6gico; ensaio clinico. Additionally, synonymous terms
were applied in order to increase data retrieval. Clinical trial data were searched in
the ClinicalTrials.gov, EudraCT or the respective company website, by using the

clinical trial number or the name of the drug.

RESULTS
Patient’s genotype

We analyzed 36 patient’s genotype and their eligibility for treatment (Table
1). Of the patients analyzed, 31 were diagnosed by oral mucosa using Illumina HiSeq
platform, 5 patients had such a data unavailable. In a total of 16 mutations, the cftr
mutations delF508 and 3272-26A>G encompassed ~22.2% of the patients as eligible
for the mutation-specific therapies with the drugs Symdeko®, Orkambi® and
Kalydeco®. Further therapies, under development or in test, might be useful for the

remaining patients, as reported from here on in the present study.

Mutation-specific therapies

Ivacaftor (VX770). Ivacaftor is the first drug mutation-specific'’. It is an
enhancer that increases the possibility of opening the CFTR (or gating) channel on
the cell surface'**®. Recently, a study with WT-CFTR and non-hydrolytic mutations
demonstrated VX770 affecting both. It is suggested that the VX770 acts with a
selective stabilization of the opening state of the CFTR channel. The stabilization in
non-hydrolytic mutants delays the channel closing by the deceleration of step O1 to
C1. In WT-CFTR decelerate from step O1 to step O2 (post-hydrolytic state) occurs®®,
as already previously described in the G551D mutation®’.

Studies with CF patients at least one allele G551D-CFTR had showed that
VX770 (Kalydeko®) administered orally at 150mg offers benefits for FEVj,
reduction of pulmonary exacerbations typically requires treatment with antibiotics,

weight gain and reduction of sweat chlorine values!®*2, Then, Kalydeko® for G551D
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mutation was approved, initiating the process of using of Ivacaftor in CF patients®®,
currently available for further 37 mutations (e.a. 3272-26A> G), FDA approved. In
Brazil, Kalydeco® was approved by the national health surveillance agency
(ANVISA).

Lumacaftor (VX-809). Lumacaftor is a CFTR corrector that facilitates the
processing and trafficking of proteins, increasing the number of functioning
proteins*4. The mechanism of action combined with Ivacaftor (Orkambi®), increase
the mediation of chlorine transport'®. The lumacaftor and ivacaftor as combination
therapy were found to be better than each of them isolated'4. Orkambi has been
approved by the FDA for use in homozygous F508del CF patients. A phase 3 study,
placebo controlled, used Lumacaftor 400 mg once every 12 h/lvacaftor 250 mg once
every 12 h for 4 weeks, indicated good tolerance (4.2% discontinuation due to
adverse effect), improvement in lung function (ranging from 2.6 to 4.0 percentage
points), body mass index (BMI), and reduction of pulmonary exacerbation?°. These
founds supported the approval of the drug for CF patients homozygous F508del > 12
years. Some studies failed to demonstrated a significant increase in pulmonary
function in CF patients using Orkambi®, they have shown improvements in
secondary aspects'#?,

A long-term (96 weeks) phase 3 study concluded that Lumacaftor benefits
continue to be observed and demonstrated a slower decline in lung function when
compared with an untreated control®>. The decrease in chloride concentrations in
sweat test has also been reported??. The Lumacaftor has been shown to be capable of
stimulating macrophages to phagocytosis and killing in Pseudomonas Aeruginosa
case?®. Recently, the drug was tested in , homozygous F508del from children 2 to 5
years old, showing safe results and reduction of chlorine levels in sweat
(https://www.vrtx.com/). Recently, Orkambi® was approved in Brazil by ANVISA
for patients > 6 years and homozygous F508del.

Tezacaftor (VX-661). The VX-661 is a modulator agent that facilitates the
cellular processing and transit of CFTR protein, presenting a greater amount of
proteins on the cell surface, consequently increasing chloride transport?*. Similar to
Lumacaftor, however, there is an advantage. Tezacaftor do not induce enzymes
CYP3A4 expression and it do not show interference in the metabolism of other drugs
[Phase 2, study not published yet (www.clinicaltrials.gov) (NCT01531673)]. The

combination of Ivacaftor and Tezacaftor (Symdeko®) increases the mutation
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eligibility of CF patients, that can be used in patients who have one allele responsive
to Ivacaftor and one allele with mutations similar in protein processing and
trafficking defects?*(such as DelF508, the most common mutation in CF patients®).

Many  studies  (NCT02303314;  NCT02308207;  NCT02565914;
NCT02516410; NCT02412111) have been performed to target homozygous and
heterozygous F508del. Currently, Symdeko® is released and can be used in CF
homozygous F508del patient’s >12 y.o. under medical prescription. A phase 3
placebo-controlled study demonstrated positive results in FEV1 and reduction of 35%
pulmonary exacerbation in CF patients who received 100 mg of Tezacaftor 1x/day
and 150 mg of Ivacaftor 2x/day for 24 weeks?®.

Ataluren (PTC124). The non-sense mutations are the result of premature
stop and interrupt total or partial CFTR production?’, reason because they belong to
class | of residual protein function. These mutations are 10% of CF alleles and
correspond to severe disease phenotype?®. In Goiania, Goias, Brazil, they represent
about 20% of the total number of alleles (W1282X, R553X, S4X, R1162X, G542X).
The Ataluren has been tested because it promotes the ribosomal reading of premature
stop codons and to facilitate the protein synthesis.

In a phase 111 study, placebo-controlled, 238 patients > 6 years used Ataluren
in the morning, mild-day and evening (10, 10, 20 mg/kg respectively) for 48 weeks.
This study showed no significant results in FEV: and the rate of pulmonary
exacerbations, however, a negative interaction with the use of tobramycin was
identified 2°. Recently, another study was started excluding patients with inhaled
aminoglycosides but initial results reported demonstrating similar failure, therefore,
there is no scientific evidence to support the use of Ataluren in CF patients®,

QBW251. It is a CFTR potentiator that, if combined with Lumacaftor, has
shown superior than lvacaftor. A randomized study (NCT02190604) conducted with
40 patient harboring gating mutations (at least one of the 19 responsive lvacaftor
mutations, e.a. 3272-26A>G) and F508del homozygous patients who received either
QBW251 or placebo for 2 weeks. The authors reported a significant improvement in
lung function and decrease of sweat chlorine levels. Such patients had residual CFTR
function, which was not effective by treated with monotherapy in the case of F508del
homozygous patients®!.

GLPG2222. This is a CFTR corrector developed by Galapagos and AbbVie.

A clinical study phase lla, was performed with adults CF patients (with at least one
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allele F508del and a second gating class Il mutation) on stable treatment with
Ivacaftor. Patients were evaluated under a protocol of two doses of GLPG2222
(150mg/300mg) orally administered once a day or placebo (ClinicalTrials.gov
Identifier NCT03045523). The study showed a dose-dependent decrease in sweat
chloride concentration and FEV1 levels increased by 2.2% at the end of treatment
with 300mg GLPG2222. The results were considered encouraging for a triple
combination therapy investigation.

GLPG2451. This is a CFTR potentiator, the second in the goal for a triple
combination therapy by Galapagos and AbbVie. There are two randomized studies,
class | with healthy male subjects, with the purpose to evaluate the safety,
pharmacokinetics and tolerability of multiple ascending oral doses of GLPG2451 and
the combination of GLPG2451/GLPG2222 (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT03214614/NCT02788721). Favorable findings relating to safety and tolerability
and profile dose-proportional were report®,

GLPG2737. This is another CFTR corrector developed by Galapagos and
AbbVie. There are three studies about this corrector (NCT03410979; NCT03410979;
NCT03450720). There is a study to evaluated safety, tolerability, and
pharmacokinetics in Orkambi® combination. The GLPG 2737 decreased sweat
chloride values and it was well-tolerated by patients. A next step is to assess the
safety, tolerability and efficacy of the triple combination of correctors (GLPG 2737 +
2222) and potentiator (GLPG 2451) in patients with CF (ClinicalTrials.gov
Identifier: NCT03540524)

VX-371 (formerly P-1037). It is a study phase Il with 142 F508del patients
homozygous who undergo treatment with Orkambi®*® (ClinicalTrials.gov Identifier
NCT02709109). VX-371 blocks the sodium channels, prolonging the duration and
maintenance of fluid in the airways after hypertonic saline use. It results in a simpler
bronchial cleansing process®. The same drug has been analyzed in a phase Il study
for patients with primary ciliary dyskinesia (NCT02871778). A previous phase Il
study demonstrated good drug tolerance in CF patients without modulators,
regardless of mutation.

Repurposed Drugs

Riociguat. It has been prospected as a proteostatis regulator'®, which was

previously used for pulmonary hypertension. Riociguat is a soluble guanylate cyclase

(sGC) stimulator that targets the nitric oxide (NO), so another enzyme is activated
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triggered, cyclic guanosine monophosphate. Such sGC-NO-cGMP system may
regulate the CFTR channel®*. The study to evaluated the safety, tolerability and
initial efficacy (ClinicalTrials.gov Identificador: NCT02170025) showed no positive
results, because no improvement was observed in sweat chlorine values, nasal
potential difference (NPD), LCI or FEVi. It remains as an invalid option of
repurposed drug in CF treatment®,

Miglustat. This drug was approved for use in patients with type 1 Gaucher
disease and Niemann-Pick type C disease. It has already been considered for the
treatment of glycosphingolipidoses and viral infections later, it began to be
investigated in CF after promising results of the normalization in chlorine and
sodium conductance were found in F508del mice®. It is supposed that Miglustat
changes the activity of calnexin, a chaperone protein related with the intracellular
processing of F508del protein. By this path, calnexin can prevents UPP-mediated
degradation of the misfolded protein CFTR®'.

In a phase Il crossover study 11 F508del homozygous patients received oral
miglustat 200 mg or placebo for two 8-day cycles separated by a 14-day washout
period (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00742092). Pharmacokinetics and safety
were similar to those of other patients who already used Miglustat. The authors
reported no improvement regarding the variables: NPD, sweat chloride values or
FEV: in CF patients®. These data might be due to the small sample number and for
treatment protocol®. A further study (phase 11 and I11) has been carried out in order
to evaluate the possible benefits of Miglustat in F508del homozygous patients
(NCT02325362).

Resveratrol. It is a polyphenolic flavonoid compound found in vegetables
and fruits, such as peanuts and grapes, often associated with beneficials effects of red
wine. It has anti-inflammatory, antimutagenic, chemoprotective and antioxidant
properties®®. Monomeric Revesterol increases CFTR activity, somehow acts
potentiating the CFTR channel, while oligomeric revesterol is a CFTR inhibitor®.
Molecular target remains unclear*?, the ability to combine beneficial effects on
chloride transport by CFTR with its anti-inflammatory action. However, it is
corroborate Resveratrol as a candidate repurposed drug.

The efficacy in the processing and trafficking of cell CFTR or mouse models,
was reported elsewhere*?#4, Despite of these promising results, such studies have

used concentrations between 50 and 100 uM, which ~ 50-fold greater than those
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pharmacologically achieved in plasma**®. Studies in humans demonstrate it is low
availability of orally administered Resveratrol, about 2uM in the blood even after the
intake of high doses*’. Furthermore, high concentrations of Resveratrol might
increase CFTR expression, but the drug was unable to increase the activity of the
mutated CFTR channel in primary airway cells at physiologically relevant
concentrations*®. These preclinical data corroborate Resveratrol as beneficial in a cell
culture model, but it is use in humans still seems premature®.

Escin. This herbal agent is a saponin extract from the horse chestnut tree
commonly used in the treatment of varicose veins due to anti-inflammatory
properties®. In vitro Escin potentially restore a functional CFTR protein
expression®®4%50 There were results that verified the increase in activity in CFTR
cells of 35-45% of wild-type CFTR in primary airway cells derived from G542X /
F508del and 20% of wild-type CFTR in cells from W1282X / F508, there were two
times more mRNA expression suggesting that it might also inhibit NMD and
stabilize mRNA*. Also, Escin has been a suitable drug for chronic venous in
humans®!. Further analyzes should be made to reinforce the clinical benefits, and
then move towards conducting clinical trials.

Ibuprofen. It is has already been used in CF patients because of its anti-
inflammatory properties and a decrease in FEV1. Currently, a relationship between
ibuprofen and CFTR correction has been identified in F508del patients. Probably, the
drug inhibits the COX (cyclooxygenase) protein family, particularly COX-1 wich is
reported as a disease severity factor®?.

Despite it is benefits, ibuprofen has been prescripted with caution due to the
risk of renal and gastrointestinal injury. By the other hand, a pilot study showed no
correlation between ibuprofen high doses and acute kidney injury®®. These studies
suggest the possibility of using ibuprofen as a combinatorial therapy in inhaled
nanoparticle. In mice, ibuprofen had antimicrobial capacity Pseudomonas
aeruginosa in a dose-dependent manner, which had the pharmacokinetics profile
improved by encapsulating ibuprofen with polymer nanoparticles (Ibu-NPs)>.

Curcumin. It is one of the main constituents of Curcuma Longa (turmeric
spice) known by it is anti-inflammatory, antioxidant, anticarcinogenic, antiviral and
anti-infective activities®. The F508del mutation results in the incorrect folding of the
CFTR protein, which is retained in the endoplasmic reticulum (RE) and is routed to

degradation®. The main assumptions on the curcumin action, relies on protein
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retention in RE depends on chaperone proteins, many dependent on Ca ++. In such a
context, curcumin is considered a SERCA ((Sarco (Endo)plasmic Reticulum
Calcium ATPase) inhibitor, reducing the stock of Ca ++, so allowing CFTR to
escape and go to surface of the cell®’.

Curcumin was associated with reported a nasal reversed potential difference
F508del mice after 3 days of oral administration of curcumin. These doses were well
tolerated in humans®®. However, knockout CFTR mice showed no clinical
improvement, indicating that curcumin action is dependent of F508del mutation®®. In
another study conducted with a similar design, curcumin had no significant effect on
CFTR correction, and serum curcumin levels did not prove to be sufficient for the
inhibition of the SERCA pump®®. The oral administration of PLGA nanoparticles
encapsulating curcumin increases the therapeutic effects observed in NPD in mices
when compared to unencapsulated curcumin®?.

Curcumin/Genistein. Genistein is a bioflavonoid compound found in
legumes®. Its mechanism of interaction has been studied for a long time but has not
yet been fully elucidated. Some studies suggest that is lipid layer®®, others studies
demonstrate blocking the ATP dependent gating of CFTR channels by increasing the
opening rate>®. Yu et al.%*, through the patch clamp technique, verified showed a
synergistic effect of restoring the gating defect of G551D-CFTR up to ~ 50% of the
WT-CFTR level by the combination of curcumin and genistein, This study also
demonstrates the importance of the combination of therapies in order to better
potentiate CFTR, besides the possibility of decreasing doses and side effects.

Roscovitine. It is a kinase inhibitor widely studied especially for cancer. In
FC, it acts in protein misfolding as a partial corrector of F508del®®. Roscovitine is
also beneficial considering the associations between chronic infections by
pseudomonas and the decline of lung function, as it stimulates the bactericidal
properties of alveolar macrophages by lowering their abnormally elevated intra-
phagolysosomal pH®. The drug has anti-inflammatory properties due to the effects
on neutrophils, eosinophils and the balance of Thl7/Tregs inflammatory
lymphocytes, which potentiate the resolution of inflammation and repair the innate
immunity®’.

Roscovitine has a dual mechanism of CDK-independent action, inhibiting of
calnexin/F508del and directly inhibiting the proteasome activity®. The phase lla

multicenter study, placebo controlled, with varying doses of roscovitine (200, 400,
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800 mg) presented good patient tolerance, but the remaining results were not yet
reported (clinicaltrials.gov: NCT02649751)°%.

Suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA). It is an inhibitor of Histone
Acetyl DeAcetylases (HDAC), which are modulatory enzymes of transcriptional
events. This epigenetic mechanism control cellular function in response to
environmental changes or during development®. Inhibition is suggested to restore
HDAC function by poorly folded proteins due to altered states of acetylation, which
influence the epigenome and readjust cellular physiology. In CF, SAHA restored
28% of the wild-type CFTR function in F508del cells™.

The SAHA-induced HDAC inhibition might control the levels of IL-6,
stimulated by Pseudomonas-aeruginosa-lipopolysaccharide, neutrophil, NFxB- and
Nrf2 activities. Also, SAHA-induced HDAC inhibition promotes FoxP3 + T-reg
activity, modulating the adaptive and innate immune responses’®. However,
correction of CFTR activity by SAHA was remains controverse’2, because SAHA as
a repurposed drug for CF treatment is still in preclinical studies.

Cysteamine 8. It is a repositioning drug based on precision medicine for
functional rescue of F508del™™. The drug was approved by the FDA for
nephropathic cystinosis treatment. In preclinical studies, cysteamine has restored
autophagy by avoiding TG2-mediated sequestration of BECN1 and reducing
SQSTM1 / p62 levels. It is a TG2 inhibitor, there is the re-addressing of the post-
translational network and endosomal trafficking reestablishment’. Cysteamine
makes possible, through this process, for CFTR to travel and reside on the plasma
membrane?2,

The CK2 protein kinase has the ability to degradation and reduce the stability
of F508del in the plasma membrane’™. Thus, epigallocatechin-gallate (EGCG), the
natural flavonoid compound found in green tea, has been identified as a CK2
inhibitor. EGCG reduce F508del fragmentation and prevents its elimination while
maintaining the benefits of cysteamine for longer. It is worth of note that, in 2014,
Cysteamine was considered by the European Medicines Agency as an orphan drug.

The combination of cysteamine and EGCG in F508del reduced sweat
chloride concentrations and airway inflammation in a phase Il study
(EudraCT##2013-001258-82)"4. The extent of the clinical study confirmed efficacy
of treatment, demonstrating to be variable according of mutation since homozygous

class | patients did not respond to treatment®. Cysteamine also demonstrated
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antibacterial activity in Burkholderia cenocepacia, Burkholderia multivorans,
Pseudomonas aeruginosa and Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
acting as a complement to antibiotics in CF patients’’.

DISCUSSION

During patients genotype, we found a new mutation, rare mutations, allele
frequencies different from those reported in other countries. These findings
corroborate the genotypic complexity of Latin America (e.g. in Colombia and
Mexico)’®. The new mutant allele reported here is p.Ser364Met. It is the substitution
of a serine aminioacid for the methionine and consequently promotes a premature
stop. Besides this, the V232D mutant allele is, here, described by the first time in
Brazil®.

Our data on mutations variability shows a highly mixed population in Goias,
especially considering the number of patients (36 patients for 17 mutations). The
most frequency mutations are those first by described from Europe population
(64.7%), as observed with the F508del mutant allele*®. Further others Europe an
mutations likely to result from mixing with Euro-descendants, as previously
mentioned, the tri-hybrid composition of the state the majority is European (62.7%)°.
F508del was the most common mutation found in Goias, approximately the same of
found in Brazil (41.6 and 48.7, respectively)®. The reduction of F508del frequency
compared to other countries has already been reported in other Brazilian states.

The F508del mutations similarity found in the state of Goias compared to
other states in Brazil is 29.4% in Sdo Paulo® and South®, 41.1% in Minas Gerais®?,
northeast®® and Rio de Janeiro®, 47% in Parana®. Our findings corroborate the need
to use a specific investigation painel for each region in the countries because we have
a high miscegenation in the different Brazilian geographic regions.

It is important to report that the region/ethnicity of the patients in whom the
mutations were first identified does not necessarily refer to the actual origin of these
mutations. There is strong evidence of a link between the history of the spread of cftr
mutations and geography?. The second most common mutation in Brazil is the
G542X (4.32%)® representing 4.1% of the alleles found in Goiania, Goias. It is
hypothesized that the G542X mutation was introduced in Spain by the eastern
Phoenicians (Palestinian civilization). However, it is possible that there are other
ways of dissemination, not yet clarified®”, because G542X mutation is also reported

in high frequency in Tunisia (Carthage), the Canary Islands, Sardinia and Sicily®.
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Investigation of microsatellites haplotype indicates that the G542X and N1303K
mutations occurred about 35,000 years ago. It is suggested that, N1303K mutation,
was inserted in Europe through the Iberian Peninsula from an Asian origin®’.

Regarding the fourth most frequent mutation in Brazil, 3120 + 1G-> A
(1.19%)8, it was identified in African American, Greek and Saudi, possibly from a
common ancestor. Although CF is rare in Africa®, 3120 + 1G-> A mutation has been
reported in Africans due to historical issues of trade, Islamic religion, and historical
contacts®®.

Eigth patients in the Goias State were genotype with F508del or 3272-26 A>
G mutant allele. These patients are eligible for precision medicine. Among the three
current medications available (Orkambi®, Symdeko® and Kalydeco®), Orkambi®
and Kalydeco® are recently approved in Brazil. Another important factor is that
these drugs are considered of high cost and although they have been approved in
Brazil, they are not incorporated into the Unified Health System (SUS), this directly
implies in the possibility of being adhered to the treatment of these patients.

In addition to the drugs already available, there is great expectation regarding
new drugs that are in the process of development. Triple combination therapy
(GLPG2222, GLPG2451, GLPG 2737; ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03540524)
appears to be an interesting alternative for expanding target mutations. In Brazil,
there is still no reports of precision medicine and we have some important barriers to
make it come true. It is important to highlight the limitations of our study, which
focuses therapeutic perspectives, based only on the genotypes of our patients.
Precision medicine is highly complex and takes into account many other important
aspects, such as environment, lifestyle, as well as the careful evaluation of clinical
aspects is each patient®. None the less, We have achieved our goal to highlight the
possibilities and open possibilities for new treatment approaches. Drug repositioning
Is a promising alternative, especially for the reduction of long processes and high-
cost drugs®®. Cysteamine, EGCG and Roscovitine are examples of promising drugs
for CF treatment.

Mutations distribution tell a rich history about geographic origins, more
studies must be carried out of mutations present in Brazil and their historical
meanings, especially on mutations not yet described elsewhere. In this study, further
to report the cftr mutations in CF patients from Goiania. We have supported that our

patients are genetically eligible for new drug therapies. We also did an up-to-date
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review of the new drugs available and the repositioning of drugs, and concluded that

current drug scenario for CF is promising.

10

REFERENCES

Schmidt BZ, Haaf BJ, Leal T, Noel S. Cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator modulators in cystic fibrosis: current perspectives. Clin
Pharmacol. 2016;8:127-140.

Rowntree RK, Harris A. The Phenotypic Consequences of CFTR Mutations.
Annals of Human Genetics. 2003;67:471-485.

Haardt M, Benharouga M, Lechardeur D, Kartner N, Lukaes GL. C-terminal
Truncations Destabilize the Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator ~ without Impairing Its Biogenesis. J Biol Chem.
1999;274(34):21873-21877.

Boeck K, Amaral MD. Progress in therapies for cystic fibrosis. Lancet Respir
Med. 2016;4(8):662-674.

Liu K, Liu Y, Li X, Xu KF, Tian X, Zhang Xue. A novel homozygous
complex deletion in CFTR caused cystic fibrosis in a Chinese patient. Mol
Genet Genomics. 2017.

Malcomson B, Wilson H, Veglia E, Thillaiyampalam G, Barsden R, Donegan
S et al. Connectivity mapping (ssCMap) to predict A20-inducing drugs and
their antiinflammatory action in cystic fibrosis. Proc Natl Acad Sci. 2018;
113(26):E3725-E3734.

Raskin S, Ferrari LP, Reis FC, Abreu F, Marostica P, Rozav T, et al.
Incidence of cystic fibrosis in five different states of Brazil as determined by
screening of p.F508del, mutation at the CFTR gene in newborns and patients.
J Cyst Fibros. 2008;7:15-22.

Registro Brasileiro de Fibrose Cistica. USP. 2015; 1-33.

Godinho NMO. O Impacto das Migragdes na Constituicdo Genética de
Populagdo Latino-Americanas. Brasilia. Tese [Doutor em Ciéncias
Biologicas] — Universidade de Brasilia— UnB; 2008.

. Faucz RF, Souza DAS, Olandoski M, Raskin S. CFTR allelic heterogeneity

in Brazil: historical and geographical perspectives and implications for
screening and counseling for cystic fibrosis in this country. Journal of Human
Genetics. 2010;55:71-76.

106



11.

12.

Feng LB, Grosse SD, Green RF, Fink AK, Sawicki GS. Precision Medicine
In  Action: The Impact Of Ivacaftor On Cystic Fibrosis—Related
Hospitalizations. Health Aff. 2018;37(5):773-779.

Ramsey BW, Davies J, McElvaney G, Tullis E, Bell SC, Dfevinek P, et al. A
CFTR Potentiator in Patients with Cystic Fibrosis and the G551D Mutation.
N Engl J Med. 2011;365(18):1663-1671.

13.Tosco A, Villella VR, Castaldo A, Kroemer G, Maiuri L, Raia V.

14.

15.

16.

Repurposing therapies for the personalized treatment of cystic fibrosis.
Expert Opin Orphan Drugs. 2018;6(8):361-373.

Rowe SM, Daines C, Kerem E, Wilson J, Tullis E, Nair N et al. Tezacaftor-
Ivacaftor in Residual-Function Heterozygotes with Cystic Fibrosis. N Engl J
Med. 2017;377(21):2024-2035.

Konstan M, McKone E, Moss R, Marigowda G, Tian S, Waltz D, et al.
Assessment of safety and efficacy of long-term treatment with
combination lumacaftor and ivacaftor therapy in patients with cystic
fibrosis homozygous for the F508del-CFTR mutation (PROGRESS): a
phase 3, extension study. Lancet Respir Med. 2016;16:2213-2600.
Langron E, Prins S, Vergani P. CFTR potentiation by VX-770 involves
stabilization of the pre-hydrolyticc O 1 state. Br. J. Pharmacol.
2018;175(20):3990-4002.

17.Jih KY, Hwang TC. Vx-770 potentiates CFTR function by promoting

18.

19.

decoupling between the gating cycle and ATP hydrolysis cycle. Proc Natl
Acad Sci. 2013;110(11):4404-4409.

Davies JC, Wainwright CE, Canny GJ, Chilvers MA, Howenstine MS,
Munck A et al. Efficacy and safety of ivacaftor in patients aged 6 to 11 years
with cystic fibrosis with a G551D mutation. Am J Respir Crit Care Med.
2013;187(11):1219-1225.

Moss R, Flume P, Elborn S, Cooke J, Rowe SM, McColley SA, et al.
Efficacy and safety of ivacaftor treatment: randomized trial in cystic fibrosis
who have an R117H-CFTR mutation. Lancet Respir Med. 2016;3:524-533.

20. Wainwright C, Elborn J, Ramsey B, Marigowda G, Huang X., Cipolli M, et

al. N Engl J Med. 2015;373:220-231.

107


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29099333
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29099333

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Boyle MP, Bell SC, Konstan MW, McColley SA, Rowe SM, Rietschel E et
al. A CFTR corrector (lumacaftor) and a CFTR potentiator (ivacaftor) for
treatment of patients with cystic fibrosis who have a phe508del CFTR
mutation: a phase 2 randomised controlled trial. Lancet Respir Med.
2014;2(7):527-538.

Graeber S, Dopfer C, Naehrlich L, Gyulumyan L, Scheuermann H, Hirtz S, et
al. Effects of lumacaftor-ivacaftor therapy on cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator function in Phe508del homozygous patients with
cystic fibrosis. Am J Respir Crit Care Med. 2018;11:1433-1442.

Barnaby R, Koeppen K, Nymon A, Hampton TH1, Berwin B1, Ashare A, et
al. Lumacaftor (VX-809) restores the ability of CF macrophages to
phagocytose and kill Pseudomonas aeruginosa. Am J Physiol Lung Cell Mol
Physiol. 2018;314:1.432-1.438.

Donaldson SH, Pilewski JM, Griese M, Cooke J, Viswanathans L, Tullis E, et
al.  Tezacaftor/lvacaftor in Subjects with Cystic Fibrosis and
F508del/F508del-CFTR or F508del/G551D-CFTR. Am J Respir Crit Care
Med. 2018;197:214-224.

Dawson KP, Frossard PM. The geographic distribution of cystic fibrosis
mutations gives clues about population origins. Eur J Pediatr.
2000;159(7):496-499.

Cousar JLT, Munck A, Mckone EF, Der CKV, Moeller A, Simard C, et
al.Tezacaftor—lvacaftor in Patients with Cystic Fibrosis Homozygous for
Phe508del. N Engl J Med. 2017;377(21):2013-2023.

Du M, Liu X, Welch EM, Hirawat S, Peltz SW, Bedwell DM. PTC124 is an
orally bioavailable compound that promotes suppression of the human CFTR-
G542X nonsense allele in a CF mouse model. Proc Natl Acad Sci. 2008;
105(6): 2064-2069.

28. Wilschanski M, Miller L, Shoseyov D. Chronic ataluren (PTC124) treatment

29.

of nonsense mutation cystic fibrosis. Eur Respir J 2011;38:59-69.
Kerem E, Boeck K, Accurso FJ, Sermet-Gaudelus I, Elborn JS, Melotti P et
al. A randomized placebo-controlled trial of ataluren for the treatment of

nonsense mutation cystic fibrosis. Lancet Respir Med. 2014;2(7):539-547.

108



30. Abidin NZ, Haq I, Gardner A, Brodlie M. Ataluren in cystic fibrosis:

31.

32.

33.

34.

development, clinical studies and where are we now?. Expert Opin
Pharmacother. 2017;18(13):1363-1371.

Kazani S, Alcantara J, Debonnett L, Doucet J, Jones I, Kulmatycki K, et al.
Qbw251 Is A Safe And Efficacious Cftr Potentiator For Patients With Cystic
Fibrosis. Am J Respir Crit Care Med. 2016;196:A7789.

Brearley CJ, Gesson C, Kanters D, Cock P, Conrath K, Corveleyn S, et al.
Safety, tolerability and pharmacokinetics of a novel CFTR potentiator
GLPG1837 in healthy volunteers. Pediatr pulmonol. 2015;50(S41):S193-
S453.

Cystic Fibrosis Foundation. VX-371 formerly (P-1037) - CFF Clinical Trials
Tool. Cystic Fibrosis Foundation.

Frey R, Becker C, Saleh S, Unger S, Mey D, Mick W. Clinical
Pharmacokinetic and Pharmacodynamic Profile of Riociguat. Clin
Pharmacokinet. 2018;50:647-661.

35. Taylor-Cousar JL, Tullis E, Derichs N, Davies JC, Nazareth D, Downey D, et

36.

37.

38.

al. P028 Riociguat for the treatment of adult Phe508del homozygous cystic
fibrosis: efficacy data from the Phase Il Rio-CF study. J Cyst Fibros.
2018;17:S67.

Lubamba B, Lebacq J, Lebecque P , Vanbever R, Leonard A, Wallemacq P,
Leal T. Airway delivery of low-dose miglustat normalizes nasal potential
difference in F508del cystic fibrosis mice. Am J Respir Crit Care Med.
2009;179:1022-1028.

Noel S, Wilke M, Bot A, De Jonge HR, Becq F. Parallel Improvement of
Sodium and Chloride  Transport Defects by Miglustat (n-
Butyldeoxynojyrimicin) in Cystic Fibrosis Epithelial Cells. J Pharmacol Exp
Ther. 2008; 325:1016-1023.

Leonard A, Lebecque P, Dingemanse J, Leal T. A randomized placebo-
controlled trial of miglustat in cystic fibrosis based on nasal potential
difference. J Cyst Fibros. 2012;11:231-236.

39.Jenkins BA; Glenn LL. Miglustat effects on the basal nasal potential

40.

differences in cystic fibrosis. J Cyst Fibros. 2013;12(1):88.
Dey I, Shah K, Bradbury N. Natural Compounds as Therapeutic Agents

in the Treatment Cystic Fibrosis. J Genet Syndr Gene Ther. 2016;7:1-10.
109



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.
48.

49.

50.

51.

Zhang Y, Yu B, Sui Y, Gao X, Yang H, Ma T. Identification of resveratrol
oligomers as inhibitors of cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator by high-throughput screening of natural products from Chinese
medicinal plants. PloS ONE. 2014.

Dhooghe B, Bouckart C, Capron A, Wallemacq P, Leal T, Noel S.
Resveratrol increases F508del-CFTR dependent salivary secretion in cystic
fibrosis mice. Development. 2015.9(4):1-10.

Alexander NS, Hatch N, Zhang S, Skinner D, Fortenberry J, Sorscher EJ et al.
Resveratrol has Salutary Effects on Mucociliary Transport and
Inflammation in Sinonasal Epithelium. Curr. Biol. 2011;141(4):520-529.
Zhang S, Blount AC, Mcnicholas CM, Skinner DF, Chestnut M, KappesJc.
Resveratrol Enhances Airway Surface Liquid Depth in Sinonasal Epithelium
by Increasing Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator Open
Probability. PLoS ONE. 2013;8:1-9.

Hamdaoui N, Baudoin-Legros M, Kelly M, Aissat A, Moriceau S, Vieu DL et
al. Resveratrol rescues cAMP-dependent anionic transport in the cystic
fibrosis pancreatic cell line CFPAC1. Br J Pharmacol. 2011;4:876-886.

Ying Jai Y, Shah K, Bridges R, Bradbury NA. Evidence against
Resveratrol as a viable therapy for the rescue of defective AF508
CFTR. Biochim Biophys Acta. 2015;1850(11):2377-238.

Walle T. Bioavailability of resveratrol. Ann N Y Acad Sci. 2011;1215:9-15.
Sermet-Gaudelus I, Namy O. New pharmacological approaches to treat
patients with cystic fibrosis with nonsense mutations. Am J Respir Crit Care
Med. 2016;194(9):1042-1044.

Pranke I, Bidou L, Martin N, Blanchet S, Hatton A, Karri S, et al. Factors
influencing readthrough therapy for frequent cystic fibrosis premature
termination codons. ERJ Open Research. 2018;4:00080-2017.

Mutyam V, Du M, Xue X, Keeling KM, White EL, Bostwick JR et al.
Discovery of clinically approved agents that promote suppression of cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator nonsense mutations. Am J
Respir Crit Care Med. 2016;194:1092-1103.

Suter A, Bommer S, Rechnner J. Treatment of Patients With Venous
Insufficiency With Fresh Plant Horse Chestnut Seed Extract: A Review of 5
Clinical Studies. Adv Ther. 2006;23:179-189.

110



52.

53.

54.

Carlile G, Robert R, Goepp J, Matthes E, Liao J, Kus B. Ibuprofen rescues
mutant cystic fibrosis transmembrane conductance regulator trafficking. J
Cyst Fibros. 2015;14:16-25.

Lahiri T, Guillet A, Diehl S, Ferguson M. High-dose ibuprofen is not
associated with increased biomarkers of kidney injury in patients with cystic
fibrosis. Pediatr Pulmonol. 2014; 49(2):148-153.

Shah P, Marshall-Batty K, Smolen JA, Tagaev JA, Chen Q, Rodesney CA.
Antimicrobial Activity of lbuprofen Against Cystic Fibrosis Associated
Gram-Negative  Pathogens.  Antimicrob. agents chemother. 2018;
23;62(3):01574-17.

55.Joe B, Vijaykumar M, Lokesh BR. Biological Properties of Curcumin-

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

Cellular and Molecular Mechanisms of Action. Crit. Rev. Food Sci. Nutr.
2013;44(2):97-111.

Skash WR. Defects in processing and trafficking of the cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator. Kidney Int. 2000;57(3):825-831.

Egan M, Glockner-Pagel J, Ambrose CA, Cahill PA, Pappoe L, Balamuth N
et al. Calcium-pump inhibitors induce functional surface expression of A
F508-CFTR protein in cystic fibrosis epithelial cells. Nat Med. 2002;8:485-
492.

Cheng A, Hsu CH, Lin JK, Hsu MM, Ho YF, Shen TS, et al. Phase I Clinical
Trial of Curcumin, a Chemopreventive Agente, in Patients wint High-risk or
Pre-malignant Lesions. Anticancer Res. 2001;21:2895-2900.

Egan M, Egan M, Pearson M, Rajendran V, Rubin D, Glockner-Pagel J et al.
Curcumin, a Major Constituent of Turmeric, Corrects Cystic Fibrosis
Defects. Science. 2004;304(5670):600-602.

Song Y, Sonawane ND, Salinas D, Qian L, Pedemonte N, Galietta LJV, et al.
Evidence against the Rescue of Defective _F508-CFTR Cellular Processing
by Curcumin in Cell Culture and Mouse Models. J Biol
Chem.2004;279(39):40629-40633.

Cartiera M, Ferreira E, Caputo C, Egan ME, Caplan MJ, Saltzman WM.
Partial Correction of Cystic Fibrosis Defects with PLGA Nanoparticles
Encapsulating Curcumin. Mol Pharm. 2011; 7: 1-21.

Dixon R, Ferreira D. Molecules of Interest Genistein. Phytochemistry. 2002;

60: 205-211.
111



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

Hwang T, Koeppe Il R, Andersen O. Genistein Can Modulate Channel
Function by a Phosphorylation-Independent Mechanism: Importance of
Hydrophobic Mismatch and Bilayer Mechanics. J. Am. Chem. Soc.
2003;42:13646-13658.

Yu YC, Miki H, Nakamura Y, Hanyuda A, Matsuzaki Y, Abe Y, et al.
Curcumin and genistein additively potentiate G551D-CFTR. J Cyst Fibros.
2011;10(4):243-252.

Norez C, Vandebrouck C, Bertrand J, Noel S, Durieu E, Oumato N.
Roscovitine is a proteostasis regulator that corrects the trafficking defect of
F508del-CFTR by a CDK-independent mechanism. BJP. 2014;171:4831-
4849,

Riazanski V, Gabdoulkhakova AG, Boynton LS, Eguchi RR, Deriy LV,
Hogarth DK, et al. TRPC6 channel translocation into phagosomal membrane
augments phagosomal function. J. Cell Biol. 2015;112(47):E6486—E6495.
Meijer L, Hery-Arnaud G, Le Berre R, Nowak E, Rault G, Mottier D.
ROSCO-CF, a safety and efficacy clinical trial of (R)-roscovitine in CF
patients. Pediatr Pulmonol. 2018;51:269.

Meijer L, Nelson D, Riazanski V, Gabdoulkhakova AG, Hery-Arnaud G, Le
Berre R, et al. Modulating innate and adaptative immunity by (R)-
roscovitine: potential therapeutic opportunity in cystic fibrosis. J Innate
Immun. 2016;8:330-334.

Haberland M, Montgomery R, Olson E. The many roles of histone
deacetylases in development and physiology: implications for disease
and therapy. Nat Rev Genet.. 2011;10:32-42.

Hutt D, Herman D, Rodrigues A, Noel S, Pilewski JM, Matteson J, et al.
Reduced Histone Deacetylase 7 Activity Restores Function to Misfolded
CFTR in Cystic Fibrosis. Nat Chem Biol. 2011;6:25-33.

Bordas M, Mazur S, Min T, Vij N. Inhibition of histone-deacetylase activity
rescues inflammatory cystic fibrosis lung disease by modulating innate and
adaptive immune responses. Respir. Res. 2018;19:1-12.

Bergougnoux A, Petit A, Knabe L, Bribes E, Chiron R, De Sario A, et al. The
HDAC inhibitor SAHA does not rescue CFTR membrane expression in
Cystic Fibrosis. Int J Biochem Cell Biol. 2017; 88:124-132.

112



73.

74.

75.

Esposito S, Tosco A, Villella V, Raia V, Kroemer G, Maiuri L. Manipulating
proteostasis to repair the F508del-CFTR defect in cystic fibrosis. Mol Cell
Pediatr. 2016;13:3-7.

Stefano D, Villella V, Esposito S, Tosco A, Sepe A, De Gregorio F, et al.
Restoration of CFTR function in patients with cystic fibrosis carrying the
F508del-CFTR mutation. Transl Res. 2014;10:2053-2074.

Cozza G, Pinna LA, Moro S. Kinase CK2 Inhibition: An Update. Curr. Med.
Chem. 2013;20(5):671-693.

76. Tosco A, Gregorio F, Esposito S, Stefano D, Sana I, Ferrari I. et al. A novel

77.

treatment of cystic fibrosis acting on-target: cysteamine plus epigallocatechin
gallate for the autophagy-dependent rescue of class IlI-mutated CFTR. Cell
Death Differ. 2016;23(28):1380-1393.

Shresth CL, Assani KD, Rinehardt H, Albastroiu F, Zhang S, Shel R, et al.
Cysteamine-mediated clearance of antibioticresistant pathogens in human
cystic fibrosis macrophages. PLoS One. 2017;(10)1-17.

78. World Health Organization. The molecular genetics epidemiology of cystic

79.

80.

81.

82.

83.

fibrosis. Italia: Word Heath Organization; 2002.

Souza DAS, Faucs FR, Alexandre RB, Sanrana MA, Souza ELS, Reis FJ, et
al. Cystic fibrosis in Afro-Brazilians: XK haplotypes analysis supports the
European origin of p.F508del mutation. Genetica. 2017;145:19-25.

Nunes LM, Ribeiro R, Niewiadonski VDT, Sabino E, Yamamoto GL, Bertola
DR, et al. A new insight into CFTR allele frequency in Brazil through next
generation sequencing. Pediatr Pulmonol. 2017;1-6.

Streit C, Neto ACB, Silva FA, Giugliani R, Pereira MLS. CFTR gene:
molecular analysis in patients from South Brazil. Molecular Genetics and
Metabolism. 2003;78:259-264.

Perone C, Medeiros GS, Castilo DM, Aguiar MJB, Januario JN. Frequency of
8 CFTR gene mutations in cystic fibrosis patients in Minas Gerais, Brazil,
diagnosed by neonatal screening. Rev Braz J Med Biol Res. 2010;43:134-
138.

Mota LR, Castro LL, Ferreira TA, Lima RLLF, Toralles MBP, Souza EL.
Cystic fibrosis: Identification and frequency of mutations in a mixed
population from a low-income region in Northeastern Brazil. Pediatr
Pulmonol. 2018;1-3.

113



84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

Giselda MK, Cabello PH, Otsuki K, Gombarovits ME, Juan C, Llerena JR, et
al. Molecular Analysis of 23 Exons of the CFTR Gene in Brazilian Patients
Leads to the Finding of Rare Cystic Fibrosis Mutations. Human Biology.
2005;77(1):125-135.

Faucz FR, Gimenez J, Ramos MD, Ferrari PL, Estivill X, Raskin S, et al.
Cystic fibrosis in a southern Brazilian population: characteristics of 90% of
the alleles. Rev Clin Genet. 2007;72:218-223.

Bertranpetit J, Calafell F. Genetic and geographical variability in cystic
fibrosis: evolutionary considerations. Ciba Found Symp. 1996;197:97-114.
Estivill X, Morral N Evolution of Cystic Fibrosis Alleles. In Dodge JA,
Brock DJH, Widdicombe JH (eds): Cystic Fibrosis. Current Topics.
Sussex: John Wiley & Sons. 1996:141-164.

Estivill X, Bancells C, Ramos C. Geographic distribution and regional origin
of 272 cystic fibrosis mutations in European populations. The Biomed CF
Mutation Analysis Consortium. Hum Mutat. 1997;10(2):135-54.

Dougall LM. Fibrocytic Disease of The Pancreas in African Children. Lancet.
1962;28 (7252):409-41.

Dork T, El-Harith EH, Stuhrmann M, Macek M Jr, Egan M, Cutting GR et al.
Evidence for a common ethnic origin of cystic fibrosis mutation 3120+1G--
>A in diverse populations. Am J Hum Genet. 1998;63(2):656-62.

Marson FAL, Bertuzzo CS, Ribeiro JD. Personalized Or Precision Medicine?
The Example of Cystic Fibrosis. Front Pharmacol. 2017;8:1-8.

114



Table 1. Genetic data of patients, mutation characteristics and drug eligibility.

] No. of patients ] Brazil
Gene ) Mutation Mutation ] o o
) Mutation First description  Distribution
Location class Homo Hetero alleles %
alleles %
Exon 10 F508del I 723 16 41.6 Caucasian 48.75
Exon 7 R334W v - 9 125 Spanish 1.22
Exon 1 S4X | 1 6 11.1 Slovenian 0.31
Exonl7b R1066C I 1 3 6.9 French 0.23
French
Exon 3 G85E I - 4 55 Canadian/ ltalian 0.97
Exon 11 G542X | i 3 41 Ashkenazic 4.32
Jewish
Exon 6a V232D Vv - 2 2.7 French Unknown
Exon 20 W1282X | 1 - 2.7 French 0.45
intron16  Sr20t1C | i 1 13 African 1.19
>A
Exon 19 R1162X | ] 1 13 North Eastern 1.10
Italy
Exon 21 N1303K I ] 1 13 British 0.94
Caucasian
Exon 11 R553X | - 1 1.3 American Black 0.31
Exon 10 1507del | - 1 1.3 French-Canadian 0.14
. 3272- 13
Intronl7a P6ASG unknown - 1 1.3 French 0.09
- Del exon 12  unknown - 1 1.3 - -
Unknow p.Ser364Met unknown - 1 13 Novel -
- Del 1pb unknown - 1 1.3 - -
exon

Genetically eligible: tSYMDEKO™ (ivacaftor/tezacaftor); 2°0RKAMBI™ (lumacaftor/ivacaftor);
SKALYDECO™ (ivacaftor).
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BENEFITS OF AEROBIC EXERCISE AND STRENGTH TRAINING IN
CYSTIC FIBROSIS PATIENTS — A SYSTEMATIC REVIEW OF LITERATURE

ABSTRACT

Background: Cystic fibrosis (CF) is a genetic disease that can systemically
compromise the individual, especially with progressive lung decline. The control and
treatment of CF progression has been systematically researched. Exercise may be a
viable treatment alternative for improvement or maintenance of lung function and
other symptoms. Objective: This study aimed to analyze the impact of aerobic
exercise and strength exercise in patients with CF. Methods: A systematic review of
the literature was performed by using six different databases and two relevance tests
were applied to the selection of articles. The agreement among researchers between
articles selection and PEDro scale was evaluated by kappa (k). Results: In total, 10
articles met the eligibility criteria for review. There were 212 CF patients and 54
controls involved in the studies, the age was broad including children and adults.
Only three references reported the sex of the patients, being 20 women and 32 men.
The durations of the researches ranged from 2 to 48 weeks. The articles selected
showed overall improvements between the modalities evaluated: endurance,
resistance, strength and aerobic training. Briefly, the trainings showed benefits in
pulmonary function, maximal aerobic capacity, muscle strength, quality of life and
anthropometry. Conclusion: There are evidences that support physical training as a
form of treatment for CF patients, especially at an early stage. Some aspects should
be taken into account for choosing the modality, as well as other treatments; the

individualization according to specific needs is a recommended alternative.

RESUMO

Introducdo: A fibrose cistica (FC) € uma doenga genética que pode
comprometer o individuo de forma sistémica, especialmente com o declinio
progressivo do pulmdo. O controle e tratamento da progressdo da FC tém sido
sistematicamente pesquisados. O exercicio pode ser uma alternativa de tratamento
viavel para melhoria ou manutencdo da fungdo pulmonar e outros sintomas.

Objetivo: Este estudo teve como objetivo analisar os efeitos do exercicio aerobico e
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do exercicio de forca em pacientes com FC. Metodologia: A revisao sistemética da
literatura foi realizada utilizando seis bancos de dados diferentes e dois testes de
relevancia foram aplicados a selecdo de artigos. A concordancia entre 0s
pesquisadores na selecdo dos artigos pela escala PEDro foi avaliada pelo kappa (K).
Resultados: No total, 10 artigos preencheram os critérios de inclusdo para reviséo.
Houve 212 pacientes com FC e 54 controles nos estudos, incluindo criangas e
adultos. Apenas trés referéncias relataram o sexo dos pacientes, sendo 20 mulheres e
32 homens. As duracbes das pesquisas variaram de 2 a 48 semanas. Os artigos
selecionados apresentaram melhorias gerais entre as modalidades avaliadas:
resisténcia, forca e treinamento aerdbico. Resumidamente, o0s treinamentos
demonstraram beneficios na funcdo pulmonar, capacidade aerébica méaxima, forca
muscular, qualidade de vida e antropometria. Conclusdo: Ha evidéncias que
suportam o treinamento fisico como forma de tratamento para pacientes com FC,
principalmente de forma precoce. Alguns aspectos devem ser considerados para a
escolha da modalidade, a individualizacdo de acordo com necessidades especificas é

uma alternativa recomendada.

INTRODUCTION

Cystic Fibrosis (CF) is an autosomal recessive genetic disorder that affects
about 70.000 people worldwide!, most commonly among Caucasians 2. The
physiopathology is due to deficient chlorine ion transport through the apical cell
membrane®, the reason why the sweat test the gold standard of diagnosis* followed
by cftr genotyping®.

The disease affects different systems and organs, resulting in growth
retardation, persistent respiratory infections, respiratory and cardiac insufficiency,
excessive mucus sputum, cough and salt skin®. A multidisciplinary approach through
an intensive treatment that contributes to reduce such symptoms’#,

Aerobic exercises imply in the use oxygen as the main source of energy,
while the strength training mainly consists on generate muscle overload®. In a context
of multidisciplinary approach, the prescription of both exercises is surely indicated
for CF patients in order to increase muscular resistance, cardiopulmonary capacity
and quality of life. The present study aimed to investigate the impact of aerobic
exercises and strength training in the prognosis of CF patients.

METHODS
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This study is a systematic review of literature (SRL), descriptive, about the
aerobic exercise and strength training patients with cystic fibrosis. Descriptors in
english, spanish and portuguese were used in data bases: PEDro (Physiotherapy
Evidence Database), LILACS, MEDLINE, PubMed, SciELO, BIREME e Portal de
Periddicos CAPES.

After choosing data’s base, from 1983 to December 2017, DECS were used
in three different languages in order to selected studies. The DECS utilized were:
cystic fibrosis, aerobic exercise, resistance training in all the three languages. Then,
the relevance test proposed by Pereira and Bachion (2006)°was applied. For
relevance test I, abstracts were recorded for later evaluation according to inclusions
and exclusion criteria. For relevance test I, full manuscripts were evaluated for data
collection and analysed*?.

The articles selected by the relevance tests | and Il were evaluated by two
different researchers. In case of disagreement, a consensus meeting was carried out
with a third research!!. The agreement among researchers in the relevance tests was
evaluated by the kappa (k) coefficient that ensured the reliability and the precision of
the analysis. Also, a qualitative evaluation using PEDro scale was performed
independently by researchers, followed by an agreement test using k coefficient.We
consider that value of k>0.75 represents excellent agreement, value of k<0.40
represents low agreement and values between 0.40 to 0.75 represents median
agreement?2,

RESULTS AND DISCUTION

One hundred one publications were identified in 6 databases, including
PEDro, LILACS, MEDLINE, PubMed, SciELO, BIREME and Portal de Periddicos
CAPES. Repeated studies (N=28) from databases were considered only once.
Therefore, 73 references (72.3%) were screened for the test of relevance 1. After
applying the relevance test I, 51 articles were excluded from the study because they
a) were not related to the subject; b) were not published during the stipulated period;
c¢) were in a different language; d) were not primary studies; or €) did not address a
solution for the problem investigated. An amount of 22 articles were selected for the
test of relevance Il, when12 articles were excluded because they a) were unrelated to
the topic of this systematic review; b) the methodology was not clearly described; or
c) the objectives or results were inconsistent with the methodology presented.

Therefore, 10 references were selected (table 1) for data extraction from a total of
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101 references initially retrieved (Figure 1). The agreement among researchers in the
relevance tests | and Il was good (Kappa=0.87, p=0.001). For PEDro, articles were
scaled as 5 and, therefore, of high quality with medium agreement®* among
researchers (Kappa = 0.70, p 0.001).

The articles are clinical studies that range from crossover!* randomized®®,
randomized controlled” & 1% 20 and non-randomized 2! 2% 2 The selected articles
were published from 2002 to 2017, corresponding an average of one reference per
each 1,5 year. The number of subjects per reference ranged from 12 to 60, amounting
212 CF patients on training program and 54 control subjects. The number of patients
is relatively scarce, which is expected because it is a rare disease?*. The patients’sex
was reported in only three of the 10 references'**>2!, being 20 female and 32 male.
Only one article!* did a comparative analyzes separating patients with CF and the
control group by sex. However, as described elsewhere?2°, there were no differences
in the results pattern between male and females.

The characteristics of the studies are described in Table 2. The articles
analyzed had a training frequency of 1/week?® to 5/week?°, being the 3/week 14-19.21.22
mode. The durations of the research ranged from 2 to 48 weeks. Also, two articles
evaluated CF patients at detraining period!”?, The types of treatment cited were:
aerobic, endurance, strength, resistance, inspiratory muscle training (IMT) and
respiratory active cycle technique. To standardize, we used the term "aerobic
training™ instead of "endurance training”. The study on "endurance training” was
performed with exercises such as swimming, playing, bicycling, aerobics, skiing or
skating'*®>.We also standardize "resistance training" as “strength training”. The
active respiratory cycle technique and IMT were evaluated in both, aerobic
training'”?2. The most common primary outcome measures were pulmonary function
(VEF1), maximal aerobic capacity (VO.), muscle strength, quality of life (QOF) and
anthropometry. Only one article reported functional tests for evaluation of
results?2. The main results of each article are described in Table 2.

Data were collected regardless of patient’s age, because the studies on
training program were designed considering different intervals of age ranges. Briefly,
patients were up to 18 y.0.1" 1% 2022 petween 16 and 35 y.0.14%°, over 12 y.0.®, over
18 y.0.1%, or age range was not informed?:?3.Genotypes of cftr and phenotype
severity were reported in tree references'>®® and two articles described the

Shwachman-Kulczycki (SK) score?®?2, The mutations of the cftr gene are one of the
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important factors in determining the phenotype?’, thus, they can directly influence
the individual responses to the proposed treatments, physical health and quality of
life. Reporting and analyzing the genotype are important to clarify the reasons of
several findings, to understand better the results and their specific biases, as well as
conclude correctly the results. Only one of the articles discussed its findings
according to genotype, it suggesting that the severe state of physical health of CF
patients group could be due to the occurrence of a frame shift mutation (3905insT) in
cftris,

The SK score is widely used to assess CF patients, according to general
activity, physical examination, nutrition and radiological findings. Although the SK
score does not consider pulmonary function, other information could be useful to
analyze and compare broadly the responses to treatment with aerobic and resistance
exercises. However, studies that used the SK score reported it only in the pre-
exercise?®?? to show the severity of the disease among patients at baseline. We
believe the comparison with post-exercise values would be valuable to analyze the
general benefits of the treatment.

Aerobic training is also capable of increasing anaerobic strength?. Increased
strength in CF patients was reported using strength or aerobic training
protocols’1%21 22 Two studies reported no increase in muscle strength in CF
patients, maybe due to patients age. Patients who had a positive response to increased
strength were up to 18 y.0.1%22. By the other hand, 16 and 35 y.o. CF patients
presented no increase in muscle strength!*®. In such a case, aerobic and strength
training are important approaches for early treatment, but data on relying this are still
poorly available.

Five of selected articles compared aerobic training and strength
training'41>181920 The strength training had a better improvement in FEV; than
aerobic training for 1 training month?°. In 3, 6 and 12 months were possible to
observe a significant improvement of FEV: and FVC with aerobic and strength
trainings'®, indicating increased respiratory muscles strength. The resistance training
benefits remained even after 24 months follow-up'®. The resistance training was
better than aerobic training when compared in weight gain and leg strength®.
Aerobic training has been shown better than resistance training about peak aerobic
capacity and activity levels®. The peak of VO is a predictor of mortality, being an

important variable in patients with CF that over time has a measurable decline?.
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Aerobic training was shown to increase of peak VO,'"?1. The group that performed
aerobic training maintained of VO> values while the strength training group had a
significant decrease *°. In the 4-week detraining period, peak of VO2 decreased with
a lower magnitude compared to the increase!’, demonstrating that the effects are
positive even at the interruption of physical exercise for a short period.

Only two studies specifically evaluated the results of a mixed training
program with aerobic and strength training®® 21, Two studies were cross over and in
half the time the patients underwent mixed training* . Exercises program improved
about 10% of static strength in the upper limbs and 20% in the strength resistance in
the lower limbs?®. Also, it increased patients VO2max, peak expiratory flow (PEF),
weight and strength increase?!. The mixed program also showed significant results
for reduction in total excursion glucose for CF patients with abnormalities in
glucose?®,

QOF was evaluated by using Cystic Fibrosis Questionnaire-Revised (CFQ-
R)7and the Quality of Well-Being (QWB scale)!®?°.The aerobic training
demonstrated more benefits than the strength training in the quality of life in
children”?°, Quality of life correlated better with changes in peak aerobic capacity
than changes in FEV12. Improvement in QOF was found in 4 to 8 weeks of training,
but not in longer intervals'®. However, such an absence of QOF improvement in
longer studies may be related to absence of positive results, especially, to peak VO
and FEV1.

CF patient’s commonly has weakness in quadriceps muscle®. Increased
quadriceps muscle strength has positive effects on insulin sensitivity and glucose
tolerance®. Aerobic and resistance training is effective to gain strength in
quadriceps®®. Besides the increase in functional capacity and muscular strength, the
exercise program is beneficial to glucose control in FC with diabetes, type 26, This
finding is extremely important and opens up new research perspectives. CF-related
diabetes is one of the most common comorbidities in CF%, related to the early
decline in lung function®,

A study of strength training and aerobic, cross-over showed contradictory
results with a reduction and increase in quadriceps strength at some times, but CF
patients were already physically active®. So, it may be that the results diversify
according to the level of training of the patient. The same study that showed no

improvement in muscle strength in CF patients suggests that this result is related to
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an increase in oxidative capacity. Patients who underwent resistance training had
decreased vitamin E, levels and increased IL6 increased risk of lipid peroxidation,
aerobic training patients did not have the same results.
The active cycle of breathing techniques proved to be a positive alternative
associated with exercise training, generating benefits in terms of thoracic mobility,
strength, endurance and speed??. We found that VOzpeak CONSumption in exercise was
similar between CF and healthy individuals executing the same exercise and had no
differences in compound muscle action potential of the diaphragm evoked from
bilateral anterolateral magnetic stimulation of the phrenic nerve®,
CONCLUSION
We have identified different benefits regarding age, comorbidities and
duration according to aerobic training and strength training. Studies showed better
beneficites with younger patients ,so it is recommended to include the training as a
form of early treatment. Important predictors of CF patients prognosis and mortality,
especially FEV1 and VO», were improved. This result evidenced the need to
introduce a training program in the treatment of CF patients. There are also
significant improvements in QOF with aerobic training, this increase reflects
positively in others treatment aspects. Regarding the choice of training modality, the
ideal is a rigorous evaluation patient's needs, and a treatment exercise customized, in
order to reach an effective physical training. Currently, once personalized treatments
have been increasingly recommended in CF patients, we believe physical exercise
should be treated with the same rigor.
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Figure 1. Diagram of selection of articles for systematic review.
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Table 1. Selected articles after relevance tests | and 11.

Title Main author Location Year Periodic
Beneﬁt,s of.cc?mb.lnlng. 1nsp1rat.0ry mu§cle Wlﬂ:l whole Santana- Madrid British Journal of
muscle’ training in children with cystic fibrosis : a _ 2013 Sports Medicine
randomized controlled trial Sosa E Spain P
Effect of superwsed training on FEV1 in cystic fibrosis Kriemler S Zurlch 2013 Journzill of sttlc
controlled trial Switzerland Fibrosis
. .. . . " " San Diego
SFreng'th vs Aerobic Training in Children with Cystic Orenstein DM 2004 Chest Journal
Fibrosis USA
Cardiopulmonary Data in response to 6 months of Gothenburg
training in physical active adult patients with Classic Sahlberg M 2008 Respiration
Cystic Fibrosis Sweden
. S Géteborg Scandinavian Journal
A o IE
physically P Y Sweden in sports
Efectos de un programa de ejercicio fisico supervisionado Coceres .
domiciliario sobre la capacidad funcional en pacientes Polan CC _ 2011 Apuntﬁ;\:e:;flnade
adultos com fibrose quistica. Estudio preliminar Spain p
i . i i Toronto iatri
Rangmlzed contro.lled §tudy of I_n Hospl_tal I_Exerglse Selvadurai HC 2002 Pediatric
Training Programs in Children With Cystic Fibrosis Canada Pulmonology
Combained Exercise Training Improves Glycemic . Montreal Medicine & Science
. - L - Beaudoin N 2017 . -
Control in Adult with Cystic Fibrosis in Sports & Exercise
Canada
Eff_ec_ts of chest phy5|_oterap_y and aerol_ch exercise Ankara Italian Journal of
training on physical fitness in Yang children with cystic Elbasan B 2012 L
. . Turke Pediatrics
fibrosis y
Effect of endurance exercise on respiratory muscle . London Respiratory
L . . L . Reilly CC 2012 Physiology &
function in patients with cystic fibrosis UK

Neurobiology
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Table 2. Methodologies of the selected articles.

. Training . .
Ref. Group Freq. Duration Supervised Exercise type Primary outcome measures
CG =10 8 week training CG: usualll\;r_:_ezzfsrilé/igotherapy,
17 IG =10 3/week 4 week detrainig Yes Spirometry, VO2 peak
IG: aerobic training, strength
exercises, IMT sessions
AG =17 AT: individual preferences
SG=12 - Assistence 1 ST: strength training exercises
18
CG=10 3/week 96 week training time/week upper and lower body FEV1
CGD =15 CG/CGB: physical activity
level constant
AG =25 . . . . .
- AT: stair-stepping machine, Strength, Quality of life and
19 —
SG=28 3iweek 48 week training No gradually increasing Anthopometric measures
ST: biceps curls, lateral pull
EG =20 . ET: swimming, jogging, skiing,
“ . RG=20  3Mweek 24weektaining D oomon™Y  skating, aerobics or cycling FEV:
RT: resistance exercises for the
arm/shoulder, leg, abdominal
and back muscles *Cross over
EG =20 The same method described Muscular strength,
15 RG =20 3/week 24 week training Notinformed above antropometry, pulmonary
*Cross over funtion, blood analyses
VO2Mmax, SpOz, BMI,
percentage of lean
A IG=12 3/week 8 week training Notinformed Aerobic and strength training mass, muscle strength and
PEF
AG =15 4 week training . : :
~ ! AT: running or stationary cycle
2 RG =18 5/week 4 W_ee_k Yes RT: upper and lower limbs FFM, FEV1, FVC, VE,
CG=16 detraining CG: standard chest V02, VCO:
physiotherapy
Glycemic control;
16 IG = 16 3/week 12weeks Not informed ngk_lng, Jogging, cycllng_, or Inflamma_tory ,blomarkers.and
elliptical trainer and exercises cytokine sérum levels;
for large muscle groups Physical activity monitoring
Chest physiotherapy, aerobic The standing
2 IG =18 3x/week 6 weeks Yes training and active cycle of long jump,
breathing techniques sit-up test and flexibility
Endurance cycling test,
z3 IG=10 2 sessions Atleast 1 week Yes Aerobic exercise spirometery and respiratory

apart

muscles

AG= Aerobic Group; CG= Control Group; IT= Intervention Group; SG= Strength Group; CGD= Control Group Database; EG= Endurance
Group; RG= Resistance Group; VOzpeak= Maximal oxygen consumption at peak endurance; Plmax = Maximal inspiratory mouth pressures;
SpO2= oxygen saturation in the blood; FEV1 = Forced expiratory volume in one second; VO2max= maximal oxygen consumption; BMI= Body

mass index; PEF= peak expiratory flow; FFM= Fat-free mass; FVC= Forced vital capacity;

consumption; VCO2= Volume of carbon dioxide.

VE= Minute ventilation;

VO2=0xygen
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os pacientes com FC analisados nesse estudo apresentaram uma associacdo
entre o diagndstico precoce e melhor quadro clinico, analisado pelo escore clinico
SK. Pacientes homozigotos F508del apresentaram teste do suor abaixo do consenso
para diagnostico. Pacientes heterozigotos F508del apresentaram valor de cloro no
teste do suor superior comparado a pacientes homozigotos F508del, outras mutacoes
e sem o teste genético. As diferencas nos valores de cloro no teste do suor
possivelmente estdo relacionadas a funcdo residual da proteina CFTR.

Os pacientes com FC, atendidos em Goiania, com mutacdes classes IV/V
possuem diagnostico tardio comparado aos pacientes com mutacgdes classes I/11. Ndo
houve diferenca significativa na funcdo pulmonar, valor de cloro no suor, IMC, Z-
score do IMC e escore clinico SK entre os pacientes com mutacdes classes I/1l e
classes IV/V. E possivel que os pacientes com mutacdes 1\V/V atendidos em Goiania
sejam clinicamente semelhantes aos pacientes com mutacfes classe I/l em
decorréncia do diagnostico tardio. Outras possiveis explicacbes para semelhanca
clinica dos pacientes sdo os fatores externos, genes modificadores e fatores ndo
ligados ao CFTR. Nenhum paciente com mutacdes de classes 1V/V apresentou
diagnostico pela IRT na triagem neonatal para FC. Sugere-se que a auséncia de
diagndsticos pela triagem neonatal pode estar relacionada com: falsos negativos
decorrentes da auséncia de obstrucdo e alteracdo dos niveis de IRT; falha operacional
do exame e recém implantacdo da triagem.

Nos identificamos correlacdes de dominios especificos da QVRS com
desfechos clinicos e funcionais. O valor de cloro no suor deixou de ser um fator
associado a QVRS dos pacientes acima de 14 anos com FC. Nés concluimos que o
tratamento multiprofissional, realizado para os pacientes com FC no centro de
referéncia analizado, foi um determinante benéfico para superacdo da influencia
clinica do valor de cloro no suor na QVRS em pacientes mais velhos.

Aproximadamente 22,2% dos pacientes com FC foram elegiveis para terapias
da medicina de precisdo. Os medicamentos mutagdo especificos possiveis para uso
dos pacientes com FC atendidos em Goiania sdo: Symdeko®, Orkambi® e
Kalydeco®. Os medicamentos Ivacaftor® e o Orkambi® sdo aprovados no Brasil

pela ANVISA. Este estudo é pioneiro no Estado de Goiés, subsidiando a utilizacéo
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de novos tratamentos, valorizacdo do diagndstico precoce e estratégias para uma
triagem genética para FC.
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7. ANEXOS

7.1 Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica

UFG - UNIVERSIDADE Plataforma
FEDERAL DE GOIAS %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: INVESTIGAGAO CLINICO, LABORATORIAL, FUNCIONAL E DE MUTA(}OI?S NO
GENE cftr EM PACIENTES COM FIBROSE CISTICA DAS CIDADES DE GOIANIA E
ANAPOLIS, GOIAS.

Pesquisador: Flavio Monteiro Ayres

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que néo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 4

CAAE: 56605216.3.0000.5083

Instituicao Proponente: Universidade Estadual de Goias
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.017.126

Apresentacao do Projeto:

O presente projeto versa sobre a investigagao clinica, funcional e molecular da Fibrose Cistica (FC) em
participantes da cidade de Goiania e Anapolis. Os participantes serdo recrutados no Hospital das Clinicas de
Goias e na APAE de Anapolis. A avaliagao funcional foi inserida na presente emenda.

Objetivo da Pesquisa:
Pesquisar mutacdes do gene cftr em participantes com FC correlacionando a dados clinico, laboratoriais,
funcionais e radiolégicos

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Para a coleta de material a ser utilizado na presente pesquisa serao utilizadas espatulas estéreis e
descartaveis, caracterizando o procedimento como pouco invasivo. O pesquisador aponta 0s riscos
envolvidos como o frequente desconforto inerente a raspagem da mucosa oral, raramente com dor e sem
expectativa de sangramento. No que se refere aos testes funcionais e pulmonares, podera ocorrer vertigem,
fadiga, nauseas, sudorese, desoxigenacao de forma momentanea. Como
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beneficio espera-se que os dados desta pesquisa possam fornecer uma nova ferramenta para o diagndstico
e prognostico para a populagao de pacientes com fibrose cistica do Estado de Goias, em especial para o
diagnostico precoce.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A presente emenda solicitou a inclusao da analise funcional e pulmonar nos participantes com intuito de
detectar a gravidade e a evolugdo do comprometimento pulmonar sendo importante marcador para o
prognostico da doenga. A capacidade funcional seré avaliada por meio do teste de caminhada de 6 minutos
realizado em um corredor plano de 30 metros, reto, sem obstaculo. Serdo utilizados os seguintes
instrumentos: oximetro de pulso, frequencimetro , cronémetro digital, esfingnomanémetro semiautomatico e
tabela visual da escala de Borg. Serédo aferidos pressao arterial (PA), saturagdo periférica de oxigénio
(SatO2) frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (FR), escala de percepgdo de esfor¢o de Borg
modificado (0-10) imediatamente antes do teste, ao final e apés 1 minutos do término do teste. Os
participantes ser@o encorajados a caminhar a maior distancia possivel em seis minutos de um extremo ao
outro da pista (demarcada por cones).

Os participantes serdo orientados a interromper o teste caso sentirem algum dos sintomas de intolerancia ao
exercicio, como taquicardia, dispneia excessiva, dor excessiva nos membros inferiores, dor toracica ou
qualquer outro desconforto. O oximetro permanecera ligado por todo otempo durante o teste. Caso ocorra
dessaturacdo (abaixo de 88%) ou atinja 85% da frequéncia cardiaca maxima, o teste sera interrompido.

A funcao pulmonar serd avaliada pela Espirometria e Manovacuémetria. A espirometria € um exame que
permite avaliar o comportamento de fluxos e volumes pulmonares em diversas etapas da respiragao.
Geralmente o paciente estara sentado e devera respirar através de um tubo contendo um bocal, conectado
ao espirdmetro. Uma presilha de borracha tapara seu nariz, garantindo que toda respiragéo seja feita pela
boca e tenha que passar pelo aparelho. Durante o exame sera alternativamente pedido ao paciente que
respire tranquilamente por algum tempo; que encha o pulmao completamente; que assopre com 0 maximo
de forca e rapidez possivel e, depois, lentamente. O teste podera ser repetido, depois de aplicado ao
paciente uma medicagao broncodilatadora, geralmente sob a forma de spray. A Manovacuémetria é um
teste que permite avaliar pressdes respiratérias maximas, por meio de um manovacudémetro analdgico,
previamente calibrado. O equipamento sera conectado a uma mangueira, acoplado a um filtro isolador e a
uma pega com diametro interno de 2,5cm, que se conecta a um bocal. Para evitar escape aéreo, 0s
individuos serao orientados a manter firmemente o bocal ao redor dos labios. O teste sera
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executado na posicao sentada, com os pés apoiados no solo e utilizando-se um clipe nasal. Antes da
mensuragdo das pressdes respiratdrias maximas, os avaliadores demonstrardo detalhadamente a
realizagao das manobras. Para avaliar a PImax sera solicitado uma expiragdo maxima até o volume residual
e na sequéncia uma inspiragdo maxima forcada sustentada. Para avaliar a PEmax sera solicitado uma
inspiracdo até a capacidade pulmonar total e na sequéncia uma expiracdo maxima forcada até o volume
residual. Serao realizadas trés medidas reprodutiveis, com variagdo menor que 20% sendo considerada
para analise a melhor medida.

O projeto original foi adequado a emenda em todos os seus itens. Foi inserido no TCLE e TALE a avaliagao
funcional e pulmonar, portanto as pendéncias foram atendidas.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Todos os termos obrigatoérios para avaliagao foram anexados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Aprovado

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa/CEP-UFG considera o presente protocolo APROVADO, o
mesmo foi considerado em acordo com os principios éticos vigentes. Reiteramos a importancia deste
Parecer Consubstanciado, e lembramos que o(a) pesquisador(a) responsavel devera encaminhar ao CEP-
UFG o Relatério Final baseado na conclusdo do estudo e na incidéncia de publicacdes decorrentes deste,
de acordo com o disposto na Resolugao CNS n. 466/12. O prazo para entrega do Relatorio é de até 30 dias
apbs o encerramento da pesquisa, prevista para dezembro de 2018.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_875207| 03/04/2017 Aceito
do Projeto E1.pdf 10:10:57
Outros ltenscorrigidos.pdf 03/04/2017 |Flavio Monteiro Ayres| Aceito

10:08:05
TCLE / Termos de | TERMODEASSENTIMENTO_FC.pdf 03/04/2017 |Flavio Monteiro Ayres| Aceito
Assentimento / 09:55:42
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_FC.pdf 03/04/2017 |Flavio Monteiro Ayres| Aceito
Assentimento / 09:55:14
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Justificativa de TCLE_FC.pdf 03/04/2017 |Flavio Monteiro Ayres| Aceito
Auséncia 09:55:14

Projeto Detalhado/ |emendai.docx 03/03/2017 |Flavio Monteiro Ayres| Aceito
Brochura 11:14:48

Investigador

Projeto Detalhado / [emenda.docx 03/03/2017 |[Flavio Monteiro Ayres| Aceito
Brochura 11:09:16

Investigador

TCLE / Termos de | TERMODEASSENTIMENTO_atualizado| 03/08/2016 |Flavio Monteiro Ayres| Aceito
Assentimento / .docx 15:16:56

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_atualizado.docx 03/08/2016 |Flavio Monteiro Ayres| Aceito
Assentimento / 15:16:32

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLEparaoresponsavel_atualizado.docx| 03/08/2016 |Flavio Monteiro Ayres| Aceito
Assentimento / 15:16:19

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |Projeto_fc_atualizado.docx 03/08/2016 |Flavio Monteiro Ayres| Aceito
Brochura 15:10:33

Investigador

Declaragédo de termodeinfraestrutura.docx 30/05/2016 |Flavio Monteiro Ayres| Aceito
Instituicdo e 20:53:20

Infraestrutura

Declaragédo de docsAPAE.pdf 30/05/2016 |Flavio Monteiro Ayres| Aceito
Instituicdo e 20:26:48

Infraestrutura

Folha de Rosto folhaderosto.pdf 30/05/2016 |Flavio Monteiro Ayres| Aceito

20:23:52
Outros pedidodeavaliacao.jpg 30/05/2016 |Flavio Monteiro Ayres| Aceito
20:18:27

Declaracédo de termodecompromissoQOrientando2.jpg 30/05/2016 |Flavio Monteiro Ayres| Aceito
Pesquisadores 11:26:23

Declaragéo de termodecompromissoQOrientando1.jpg 30/05/2016 |Flavio Monteiro Ayres| Aceito
Pesquisadores 11:26:02

Declaragédo de termodecompromissoOrientando.jpg 30/05/2016 |Flavio Monteiro Ayres| Aceito
Pesquisadores 11:20:57

Declaragédo de aprovacaomanuseiodeprontuario.jpg 30/05/2016 |Flavio Monteiro Ayres| Aceito
Manuseio Material 11:16:06

Bioldgico /

Biorepositorio /

Biobanco

Declaragédo de autorizacao_HC.jpg 30/05/2016 |[Flavio Monteiro Ayres| Aceito
Instituicdo e 11:15:32

Infraestrutura
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Projeto Detalhado / |Projeto_fc.docx 19/05/2016 |Flavio Monteiro Ayres| Aceito
Brochura 19:49:28

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE.docx 13/05/2016 |Flavio Monteiro Ayres| Aceito
Assentimento / 19:02:21

Justificativa de

Auséncia

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

GOIANIA, 17 de Abril de 2017

Assinado por:
Joao Batista de Souza

(Coordenador)
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7.2 Anexo 2 — Normas de publicacdo do periodico Enciclopédia Biosfera

1) Forma de apresentagdo: O Trabalho devera ser apresentado de forma
completa — Digitado em formato DOC (n&o sendo aceito formato DOCX, PDF ou
outro), contendo Titulo, nome(s) completo(s) do(s) autor(es) (sem abreviages), e-
mail do autor principal, incluindo instituicdo de origem, cidade e pais.

2) O trabalho deve ter: resumo em lingua portuguesa, palavras-chave (em
ordem alfabética), Titulo em lingua estrangeira, resumo em lingua estrangeira
(abstract), palavras-chave em lingua estrangeira (keywords). O resumo deve ter o
méaximo de 250 palavras.

3) O artigo cientifico regular deve apresentar as se¢des: introdugdo, material e
métodos, resultados e discussdo, conclusdo (se for o caso), agradecimentos
(opcional) e referéncias bibliograficas. A revisao bibliografica deve conter as se¢oes:
introducdo, desenvolvimento, conclusdo, agradecimentos (opcional) e referéncias

bibliogréficas.

Regras de formatacéo:

- corpo do texto justificado;

- espacamento simples;

- margem superior e esquerda de 3 cm, margem inferior e direita de 2 cm;

- fonte: Arial 12;

- as paginas ndo devem ser numeradas;

- Artigo cientifico regular: minimo de sete (7) paginas, maximo de 15 paginas;

- Revisdo bibliografica: minimo de 15 paginas, maximo de 25 paginas. 4) Figuras:
Deverdo ser apresentadas em formato jpg, com resolucdo minima de 300 dpi.
Orientamos para que o trabalho tenha preferencialmente tamanho méaximo de
1.000KDb. As figuras devem informar a fonte.

5) As situagOes ndo previstas devem seguir o que é determinado pelas normas da
ABNT. E fundamental observar exemplo de trabalho dentro destas normas,

disponivel aqui.

Importante:
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Para as referéncias oriundas de artigos cientificos, OBRIGATORIAMENTE inserir a
URL e o ndmero de identificagdo de DOI:

Exemplo:

VIJAYARAGHAVAN, K.; JOSHI, U. M. Hybrid Sargassum-sand sorbent: A novel
adsorbent in packed column to treat metal-bearing wastewaters from inductively
coupled plasma-optical emission spectrometry. Journal of Environmental Science
and Health, Part A, v. 48, n. 13, p. 1685-1693, 2013. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1080/10934529.2013.815503>.

doi: 10.1080/10934529.2013.815503

6) Sao aceitos trabalhos nos idiomas: portugués, espanhol e inglés.

7) Para todas as publicagdes: devem conter, pelo menos, 60% das referéncias citadas
sendo dos ultimos cinco anos. Ndo citar trabalhos oriundos de resumos de
congressos, teses e dissertacdes.

8) TRABALHOS QUE NAO ESTIVEREM DENTRO DA FORMATACAO
INDICADA NO EDITAL PODERAO SER RECUSADOS SUMARIAMENTE.

9) As submissbes de trabalhos devem ser feitas durante o periodo de vigéncia do
edital, obedecendo as regras do mesmo.

10) Trabalhos resultantes de pesquisa com pessoas ou animais devem informar o
parecer do comité de ética e nimero de registro. (esta informacdo pode ser enviada
anexa ao trabalho)

11) Orienta¢es para desenvolvimento do texto:

- Trabalho cientifico deve ser escrito de forma impessoal.

- Referéncias no texto devem constar na lista final e vice-versa.

- NAO SAO ACEITOS ARTIGOS DE OPINIAO.

- Todos os artigos submetidos recebem resposta dos avaliadores e orientacfes para
gue os autores possam melhorar seus trabalhos (quando é o caso).

- Parte de textos de terceiros que ndo € citada de forma correta € considerado como
plégio e o artigo é recusado.

13) Orientamos para a utilizacdo das normas NBR 6023 e NBR 10520 da ABNT.
Atenciosamente,

Profa. lvonete Parreira

Presidente da Comissdo Editorial e Cientifica
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7.3 Anexo 3 — Normas de publicacéo do periodico RIOS ELETRONICA

NORMAS PARA PUBLICAQAO DE ARTIGOS CIENTIFICOS NA REVISTA
RIOS ELETRONICA
TITULO DO TRABALHO: Letras Maitsculas e Subtitulo s6 com a primeira
letra em maiusculo. Utilizar Fonte Time New Roman, Corpo 12, em Negrito,
Centralizado.
Nome do autor
Deve ser escrito em fonte Times New Roman 10, descrever as credenciais: fungéo
que exerce atualmente, a
instituicdo que pertence, titulagdo e e-mail, alinhados a direita.
Se existir mais de um autor, os nomes deverao ser organizados em ordem alfabética.
Caso exista o orientador, na sequéncia, primeiro o autor depois o orientador.
RESUMO
O resumo deve estar acompanhado por uma traducdo em lingua estrangeira (inglés,
espanhol, francés e alemao) com palavras-chave. Pode ser escrito com, no méximo
250 palavras e apresentar de forma concisa, 0s objetivos, a metodologia e 0s
principais resultados alcancados e as principais conclusées. Ndo deve conter
citaces. O texto deve estar justificado, escrito em times New Roman tamanho 12,
recuo de 1,25 cm da direita e esquerda e com espagamento simples entre linhas. No
final do resumo deve-se indicar de trés até 5 palavras-chave, separadas por ponto.
Palavras-chave: Pesquisa. Rios. Fasete. Metodologia. Ensino
ABSTRACT
Key- Words:
1 NORMAS GERAIS
Estas normas destinam-se a orientacdo para elaboracdo de artigos cientificos. Para
submeter um artigo cientifico a Revista RIOS da Faculdade Sete de Setembro -
FASETE, o autor deve seguir as normas contidas nesse abreviado.
Somente serdo aceitos trabalhos encaminhados na formatacédo e no modelo padréo.
Os artigos serdo avaliados pela comissdo organizadora da Revista RIOS, podendo ser
aprovado ou nao.
Trabalhos que estiverem fora das normas serdo automaticamente eliminados antes da
andlise.

1 - Quanto a estrutura textual: o artigo deve ser composto de resumo, introducao,
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desenvolvimento e consideragbes finais mais as referéncias bibliogréficas. As
resenhas e notas de livro deveréo estar estruturadas de acordo com normas da ABNT,
especificas para cada um desses géneros textuais;

2 - O artigo devera conter, no minimo oito e, no maximo 15 laudas. O trabalho
deverd ser escrito com fonte Times New Roman, tamanho 12, papel formato A4,
com margens superior/direita de 3cm, esquerda/inferior 2. O espagamento entre
linhas e entre paragrafos de 1,5. Antes de iniciar uma secdo o paragrafo anterior
devera ter um espacamento duplo. O paragrafo justificado e numeracdo de paginas
no canto inferior direito.

3 - Os artigos devem ser escritos por, no maximo, trés autores, sendo, pelo menos um
deles, Mestre(a) ou Doutor(a);

4 - O texto integral do trabalho podera ser apresentado em portugués, inglés, francés
ou espanhol.

Nesse caso 0 resumo deve vir na lingua em que foi escrito e a traducdo em lingua
portuguesa, com cerca de 300 palavras em espaco um, acompanhado de 3 a cinco
palavras-chave;

5 - O titulo de cada se¢do deveréa iniciar em negrito e maitsculo. As se¢des deverao
ser enumeradas com excecao da “Introdu¢do” ¢ das “Consideragdes finais”.

6 - Os subtitulos devem estar em maidsculo sem negrito

7 - As citacdes deverdo seguir as normas da ABNT em voga. Citacdes diretas de até
trés linhas deverdo estar inseridas na sequéncia normal do paragrafo, entre aspas,
com a mesma fonte e tamanho de letras, acompanhadas do sobrenome do autor data e
pagina da fonte, ex.: “O poeta ¢ um fingidor” (PESSOA, 1980, p. 34). Caso o texto
citado ja contenha sinal de pontuacdo encerrando, a frase, as aspas finais séo
colocadas ap0s este sinal; caso contrario, as aspas delimitam o final da citacéo.

8 - Citacdo direta com mais de trés linhas ou citacdo longa tem regra especifica. E
transcrita em paragrafo distinto, ou seja, separada do texto em outro paragrafo com
espaco duplo entre a citacdo e os paragrafos anterior e posterior; o tamanho da letra
deve ser reduzido (fonte 10). N&o deve conter aspas; transcrito com entrelinhas
simples; deve receber um destaque especial, com reentrada de 2 cm da margem
esquerda, e terminar na margem direita igual com o texto.

Ex.: Haveis de saber irmdos peixes, que o sal, filho do mar como vos, tém duas
propriedades, as quais em vds mesmos experimentam: conservar o sdo e preserva-lo

para que se ndo corrompa. Estas mesmas propriedades tinham as pregacdes do vosso
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pregador Santo Antonio. Como também os deve ter as de todos os pregadores.
(VIEIRA, 2005, p. 46)

9 - Nas citagcOes indiretas também conhecidas por parafrase. Quando reescrevemos
um trecho de uma obra com nossas proprias palavras, ou seja, alteram-se as palavras,
mas conservam-se as idéias. Nao se usam aspas € a citagdo deverd estar inserida no
texto normalmente, porém com alusdo ao autor e a colocacdo apenas da data,
independente da quantidade de linhas. EX.: [de acordo com a proposta tedrica de
Moisés (1999) é possivel avaliar...]. Em casos de davidas e esclarecimento consultar
a ABNT.

10 - As fontes citadas no trabalho deverdo ser obrigatoriamente mencionadas nas
referéncias bibliograficas. Também ndo se devem colocar, nas referéncias, fontes ndo
citadas.

O envio espontaneo de qualquer colaboragdo implica automaticamente a cesséo
integral dos direitos autorais & Revista cientifica RIOS, da FASETE, estando o autor
livre para republica-lo sob outra forma ou em outro veiculo. Ressalta-se, também que
as ideias e informac6es transmitidas nas varias modalidades de trabalhos aceitos para
publicacdo na Revista RIOS sdo de inteira responsabilidade de seus autores,
eximindo-se, a FASETE de qualquer responsabilidade.

11 - As notas de rodapé poderdo ser utilizadas e devem ser apenas explicativas, a
fonte pode ser Times New Roman, tamanho 10, espacamento simples, justificado.
Caso o trabalho ja tenha sido divulgado por outro meio, esta informacdo devera estar
claramente indicada numa nota de rodapé;

1.1. QUANTO AS ILUSTRACOES

Poderdo ser inseridas em sequéncia e de acordo com as normas da ABNT. Devem ser
citadas no texto antes e, ao serem expostas, devem conter a referéncia: ex.: (tabela -
1) e a fonte de onde foram tiradas. A legenda devera aparecer na parte inferior,
seguida de seu numero de ordem de ocorréncia no texto, em algarismos arabicos, do
respectivo titulo. A ilustracdo deve figurar o mais proximo possivel do texto a que se
refere. A fonte e legenda devem ser colocadas imediatamente abaixo da llustragéo
com a primeira letra maitscula, para indicar a autoridade da imagem e/ou
informacdes da llustragdo, precedida da palavra. Usar a fonte Times New Roman
tamanho 10, centralizado, espacamento simples.

1.1.1. Tabelas
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As Tabelas devem ter um numero em algarismos arabicos, sequencial, escrito na
parte superior a esquerda da pagina, precedida da palavra Tabela. Devem conter um
titulo por extenso, escrito no topo da Tabela, para indicar a natureza e abrangéncia do
seu conteudo, o titulo deve ser com fonte Times New Roman, tamanho 12, negrito e
alinhado a esquerda. A fonte de informagdo da Tabela deve ser colocada
imediatamente abaixo da Tabela em letra maidsculo-mindscula para indicar a
autoridade dos dados e/ou informacgfes da Tabela, precedida da palavra Fonte. No
texto interior deve-se usar a fonte Times New Roman tamanho 10, centralizado,
espacamento simples.

REFERENCIAS

A regra geral para elaboracao de referencias segue a seguinte estrutura:
SOBRENOME, Nome do autor. Titulo da obra: Subtitulo (se houver). Edi¢do (S6
da 22 em diante) deve se colocar 2 ou 3 ou 4... ed. Local: Editora, Ano.

MALTA, Sérgio Luiz (et. al). Manual de Orientagdo e Normalizacdo de
Trabalhos Cientificos. Paulo Afonso-BA: FASETE, 2008.
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7.4 Anexo 4 — Normas de publicagdo do periodico Ciéncia & Saude
Coletiva

INSTRUCOES PARA COLABORADORES

Ciéncia & Saude Coletiva publica debates, anélises e resultados de investigacdes
sobre um tema especifico considerado relevante para a salde coletiva; e artigos de
discussdo e analise do estado da arte da area e das subareas, mesmo que ndo versem
sobre 0 assunto do tema central. A revista, de periodicidade mensal, tem como propdsitos
enfrentar os desafios, buscar a consolidacdo e promover uma permanente atualizacdo das
tendéncias de pensamento e das préticas na salde coletiva, em didlogo com a agenda
contemporanea da Ciéncia & Tecnologia.

Politica de Acesso Aberto - Ciéncia & Saude Coletiva é publicado sob o modelo
de acesso aberto e é, portanto, livre para qualquer pessoa a ler e download, e para
copiar e divulgar para fins educacionais.

Orientacgdes para organizacao de niUmeros tematicos

A marca da Revista Ciéncia & Salde Coletiva dentro da diversidade de
Periddicos da area € o seu foco tematico, segundo o propdsito da ABRASCO de
promover, aprofundar e socializar discussdes académicas e debates interpares sobre
assuntos considerados importantes e relevantes, acompanhando o desenvolvimento
historico da satde publica do pais.

Os nimeros tematicos entram na pauta em quatro modalidades de demanda:

* Por Termo de Referéncia enviado por professores/pesquisadores da area de
salde coletiva (espontaneamente ou sugerido pelos editores-chefes) quando consideram
relevante o aprofundamento de determinado assunto.

« Por Termo de Referéncia enviado por coordenadores de pesquisa inédita e
abrangente, relevante para a area, sobre resultados apresentados em forma de artigos,
dentro dos moldes ja descritos. Nessas duas primeiras modalidades, o Termo de
Referéncia é avaliado em seu mérito cientifico e relevancia pelos Editores Associados da
Revista.

» Por Chamada Publica anunciada na pagina da Revista, e sob a coordenagdo de
Editores Convidados. Nesse caso, os Editores Convidados acumulam a tarefa de
selecionar os artigos conforme o escopo, para serem julgados em seu mérito por
pareceristas.

* Por Organizagdo Interna dos proprios Editores-chefes, reunindo sob um titulo

pertinente, artigos de livre demanda, dentro dos critérios ja descritos.
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O Termo de Referéncia deve conter: (1) titulo (ainda que provisorio) da proposta
do ndmero tematico; (2) nome (ou os nomes) do Editor Convidado; (3) justificativa
resumida em um ou dois paragrafos sobre a proposta do ponto de vista dos objetivos,
contexto, significado e relevancia para a Saude Coletiva; (4) listagem dos dez artigos
propostos ja com nomes dos autores convidados; (5) proposta de texto de opinido ou de
entrevista com alguém que tenha relevancia na discussao do assunto; (6) proposta de
uma ou duas resenhas de livros que tratem do tema. Por decisdo editorial o0 maximo de
artigos assinados por um mesmo autor num numero tematico ndo deve ultrapassar trés,
seja como primeiro autor ou néo.

Sugere-se enfaticamente aos organizadores que apresentem contribui¢bes de
autores de variadas instituicbes nacionais e de colaboradores estrangeiros. Como para
qualquer outra modalidade de apresentacdo, nesses nimeros se aceita colaboragdo em
espanhol, inglés e francés.

Recomendaces para a submissédo de artigos

Recomenda-se que os artigos submetidos ndo tratem apenas de questbes de
interesse local, ou se situe apenas no plano descritivo. As discussdes devem apresentar
uma analise ampliada que situe a especificidade dos achados de pesquisa ou revisao no
cenario da literatura nacional e internacional acerca do assunto, deixando claro o carater
inédito da contribuicdo que o artigo traz.

A revista C&SC adota as “Normas para apresentagdo de artigos propostos para
publicagdo em revistas médicas”, da Comissdo Internacional de Editores de Revistas
Médicas, cuja versdo para 0 portugués encontra-se publicada na Rev Port Clin Geral
1997; 14:159-174. O documento esta disponivel em varios sitios na World Wide Web,
como por exemplo, www.icmje.org ou www.apmcg.pt/document/71479/450062.pdf.
Recomenda-se aos autores a sua leitura atenta.

SecOes da publicagdo

Editorial: de responsabilidade dos editores chefes ou dos editores convidados,
deve ter no méaximo 4.000 caracteres com espago.

Artigos Tematicos: devem trazer resultados de pesquisas de natureza empirica,
experimental, conceitual e de revisfes sobre 0 assunto em pauta. Os textos de pesquisa
ndo deverdo ultrapassar os 40.000 caracteres.

Artigos de Temas Livres: devem ser de interesse para a salde coletiva por livre
apresentacdo dos autores atraves da pagina da revista. Devem ter as mesmas

caracteristicas dos artigos tematicos: méaximo de 40.000 caracteres com espaco,
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resultarem de pesquisa e apresentarem analises e avaliacbes de tendéncias teorico-
metodoldgicas e conceituais da area.

Artigos de Revisdo: Devem ser textos baseados exclusivamente em fontes
secundarias, submetidas a métodos de analises j& teoricamente consagrados, tematicos
ou de livre demanda, podendo alcancar até o0 maximo de 45.000 caracteres com espaco.

Opinido: texto que expresse posi¢do qualificada de um ou varios autores ou
entrevistas realizadas com especialistas no assunto em debate na revista; deve ter, no
méaximo, 20.000 caracteres com espaco.

Resenhas: analise critica de livros relacionados ao campo temético da saude
coletiva, publicados nos ultimos dois anos, cujo texto ndo deve ultrapassar 10.000
caracteres com espaco. Os autores da resenha devem incluir no inicio do texto a
referéncia completa do livro. As referéncias citadas ao longo do texto devem seguir as
mesmas regras dos artigos. No momento da submissdo da resenha os autores devem
inserir em anexo no sistema uma reproducdo, em alta definicdo da capa do livro em
formato jpeg.

Cartas: com apreciacdes e sugestdes a respeito do que é publicado em nimeros
anteriores da revista (méximo de 4.000 caracteres com espaco).

Observacdo: O limite maximo de caracteres leva em conta os espacos e inclui da
palavra introducdo e vai até a ultima referéncia bibliogréfica.

O resumo/abstract e as ilustracdes (figuras/ tabelas e quadros) séo considerados a
parte.

Apresentacédo de manuscritos

Nao héa taxas e encargos da submissao

1. Os originais podem ser escritos em portugués, espanhol, francés e inglés. Os
textos em portugués e espanhol devem ter titulo, resumo e palavras-chave na lingua
original e em inglés. Os textos em francés e inglés devem ter titulo, resumo e palavras-
chave na lingua original e em portugués. Nao serdo aceitas notas de pé-de-pagina ou no
final dos artigos.

2. Os textos tém de ser digitados em espacgo duplo, na fonte Times New Roman,
no corpo 12, margens de 2,5 cm, formato Word (de preferéncia na extensdo .doc) e
encaminhados apenas pelo endereco eletronico (http://mc04.manuscriptcentral.com/csc-
scielo) segundo as orientagdes do site.

3. Os artigos publicados serdo de propriedade da revista C&SC, ficando proibida

a reproducéo total ou parcial em qualquer meio de divulgacdo, impressa ou eletronica,
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sem a prévia autorizacdo dos editores-chefes da Revista. A publicacdo secundaria deve
indicar a fonte da publicacéo original.

4. Os artigos submetidos a C&SC ndo podem ser propostos simultaneamente
para outros periédicos.

5. As questdes éticas referentes as publicaces de pesquisa com seres humanos
sdo de inteira responsabilidade dos autores e devem estar em conformidade com os
principios contidos na Declaracdo de Helsinque da Associacdo Médica Mundial (1964,
reformulada em 1975,1983, 1989, 1989, 1996 e 2000).

6. Os artigos devem ser encaminhados com as autorizagOes para reproduzir
material publicado anteriormente, para usar ilustracdes que possam identificar pessoas e
para transferir direitos de autor e outros documentos.

7. Os conceitos e opinides expressos nos artigos, bem como a exatidao e a
procedéncia das citaces sdo de exclusiva responsabilidade dos autores.

8. Os textos sdo em geral (mas ndo necessariamente) divididos em se¢des com 0s
titulos Introducdo, Métodos, Resultados e Discussdo, as vezes, sendo necessaria a
inclusdo de subtitulos em algumas se¢des. Os titulos e subtitulos das se¢cdes ndo devem
estar organizados com numeragao progressiva, mas com recursos gréaficos (caixa alta,
recuo na margem etc.).

9. O titulo deve ter 120 caracteres com espaco e 0 resumo/abstract, com no
méaximo 1.400 caracteres com espaco (incluindo a palavra resumo até a ultima palavra-
chave), deve explicitar o objeto, os objetivos, a metodologia, a abordagem tedrica e o0s
resultados do estudo ou investigacdo. Logo abaixo do resumo os autores devem indicar
até no maximo, cinco (5) palavras-chave. palavras-chave/key words. Chamamos a
atencdo para a importancia da clareza e objetividade na redacdo do resumo, que
certamente contribuird no interesse do leitor pelo artigo, e das palavras-chave, que
auxiliardo a indexacao mdaltipla do artigo.

As palavras-chave na lingua original e em inglés devem constar obrigatoriamente
no DeCS/MeSH.

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/e http://decs.bvs.br/).

Autoria

1. As pessoas designadas como autores devem ter participado na elaboragdo dos
artigos de modo que possam assumir publicamente a responsabilidade pelo seu
conteddo. A qualificagdo como autor deve pressupor: a) a concepcdo e o delineamento
ou a analise e interpretacdo dos dados, b) redacdo do artigo ou a sua revisao critica, e c)

aprovacao da verséo a ser publicada.
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2. O limite de autores no inicio do artigo deve ser no méximo de oito. Os demais
autores serdo incluidos no final do artigo.

3. Em nenhum arquivo inserido, devera constar identificacdo de autores do
manuscrito.

Nomenclaturas

1. Devem ser observadas rigidamente as regras de nomenclatura de salde
publica/satde coletiva, assim como abreviaturas e convengdes adotadas em disciplinas
especializadas. Devem ser evitadas abreviaturas no titulo e no resumo.

2. A designacdo completa a qual se refere uma abreviatura deve preceder a
primeira ocorréncia desta no texto, a menos que se trate de uma unidade de medida
padréo.

llustracgdes e Escalas

1. O material ilustrativo da revista C&SC compreende tabela (elementos
demonstrativos como ndmeros, medidas, percentagens, etc.), quadro (elementos
demonstrativos com informac@es textuais), graficos (demonstracdo esquematica de um
fato e suas variaces), figura (demonstracdo esquematica de informacGes por meio de
mapas, diagramas, fluxogramas, como também por meio de desenhos ou fotografias).
Vale lembrar que a revista é impressa em apenas uma cor, 0 preto, e caso 0 material
ilustrativo seja colorido, sera convertido para tons de cinza.

2. O numero de material ilustrativo deve ser de, no maximo, cinco por artigo,
salvo excecdes referentes a artigos de sistematizacdo de areas especificas do campo
tematico. Nesse caso os autores devem negociar com os editores-chefes.

3. Todo o material ilustrativo deve ser numerado consecutivamente em
algarismos arabicos, com suas respectivas legendas e fontes, e a cada um deve ser
atribuido um breve titulo. Todas as ilustragdes devem ser citadas no texto.

4. Tabelas e quadros devem ser confeccionados no programa Word ou Excell e
enviados com titulo e fonte. OBS: No link do IBGE
(http://biblioteca.ibge.gov.br/visualizacao/livros/liv23907pdf) estdo as orientagdes para
confeccionar as tabelas. Devem estar configurados em linhas e colunas, sem espacos
extras, e sem recursos de “quebra de pagina”. Cada dado deve ser inserido em uma
célula separada. Importante: tabelas e quadros devem apresentar informacdes sucintas.
As tabelas e quadros podem ter no maximo 15 cm de largura X 18 cm de altura e néo
devem ultrapassar duas paginas (no formato A4, com espaco simples e letra em tamanho
9). 5. Gréficos e figuras podem ser confeccionados no programa Excel, Word ou PPT. O

autor deve enviar o arquivo no programa original, separado do texto, em formato
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editavel (que permite o recurso “copiar e colar”) e também em pdf ou jpeg, TONS DE
CINZA. Gréficos gerados em programas de imagem devem ser enviados em jpeg, TONS
DE CINZA, resolugdo minima de 200 dpi e tamanho maximo de 20cm de altura x 15 cm
de largura. E importante que a imagem original esteja com boa qualidade, pois ndo
adianta aumentar a resolucdo se o original estiver comprometido. Gréficos e figuras
também devem ser enviados com titulo e fonte. As figuras e graficos tém que estar no
maximo em uma pégina (no formato A4, com 15 cm de largura x 20cm de altura, letra no
tamanho 9).

6. Arquivos de figuras como mapas ou fotos devem ser salvos no (ou exportados
para o) formato JPEG, TIF ou PDF. Em qualquer dos casos, deve-se gerar e salvar o
material na maior resolucdo (300 ou mais DPI) e maior tamanho possiveis (dentro do
limite de 21cm de altura x 15 cm de largura). Se houver texto no interior da figura, deve
ser formatado em fonte Times New Roman, corpo 9. Fonte e legenda devem ser enviadas
também em formato editavel que permita o recurso “copiar/colar”. Esse tipo de figura
também deve ser enviado com titulo e fonte.

7. Os autores que utilizam escalas em seus trabalhos devem informar
explicitamente na carta de submissao de seus artigos, se elas sdo de dominio publico ou
se tém permissao para o uso.

Agradecimentos

1. Quando existirem, devem ser colocados antes das referéncias bibliogréaficas.

2. Os autores sdo responsaveis pela obtencdo de autorizacdo escrita das pessoas
nomeadas nos agradecimentos, dado que os leitores podem inferir que tais pessoas
subscrevem os dados e as conclusoes.

3. O agradecimento ao apoio técnico deve estar em pardgrafo diferente dos
outros tipos de contribuicéo.

Referéncias

1. As referéncias devem ser numeradas de forma consecutiva de acordo com a
ordem em que forem sendo citadas no texto. No caso de as referéncias serem de mais de
dois autores, no corpo do texto deve ser citado apenas 0 nome do primeiro autor seguido
da expresséo et al.

2. Devem ser identificadas por numeros arabicos sobrescritos, conforme
exemplos abaixo:

ex. 1: “Outro indicador analisado foi o de maturidade do PSF” 11 ...

ex. 2: “Como alerta Maria Adélia de Souza 4, a cidade...”
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As referéncias citadas somente nos quadros e figuras devem ser numeradas a
partir do nimero da Ultima referéncia citada no texto. 3. As referéncias citadas devem ser
listadas ao final do artigo, em ordem numeérica, seguindo as normas gerais dos Requisitos
uniformes  para  manuscritos  apresentados a  periddicos  biomédicos
(http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html).

4. Os nomes das revistas devem ser abreviados de acordo com o estilo usado no
Index Medicus (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nImcatalog/journals)

5. O nome de pessoa, cidades e paises devem ser citados na lingua original da
publicacéo.

Exemplos de como citar referéncias

Artigos em periodicos

1. Artigo padréo (incluir todos os autores sem utilizar a expresséo et al.)

Pelegrini MLM, Castro JD, Drachler ML. Eqlidade na alocacao de recursos para
a saude: a experiéncia no Rio Grande do Sul, Brasil. Cien Saude Colet 2005; 10(2):275-
286.

Maximiano AA, Fernandes RO, Nunes FP, Assis MP, Matos RV, Barbosa CGS,
Oliveira-Filho EC. Utilizacdo de drogas veterinarias, agrotdxicos e afins em ambientes
hidricos: demandas, regulamentacdo e consideracdes sobre riscos a saude humana e
ambiental. Cien Saude Colet 2005; 10(2):483-491.

2. Instituicdo como autor

The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise stress
testing. Safety and performance guidelines. Med J Aust 1996; 164(5):282-284.

3. Sem indicagdo de autoria

Cancer in South Africa [editorial]. S Afr Med J 1994; 84(2):15.

4. Ndmero com suplemento

Duarte MFS. Maturacdo fisica: uma revisdo de literatura, com especial atencdo a
crianga brasileira. Cad Saude Publica 1993; 9(Supl.1):71-84.

5. Indicacdo do tipo de texto, se necessario

Enzensberger W, Fischer PA. Metronome in Parkinson’s disease [carta]. Lancet
1996; 347(9011):1337.

Livros e outras monografias

6. Individuo como autor

Cecchetto FR. Violéncia, cultura e poder. Rio de Janeiro: FGV; 2004.

Minayo MCS. O desafio do conhecimento: pesquisa qualitativa em saude. 82 ed.

Sao Paulo, Rio de Janeiro: Hucitec, Abrasco; 2004.
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7. Organizador ou compilador como autor

Bosi MLM, Mercado FJ, organizadores. Pesquisa qualitativa de servicos de
saude. Petropolis: Vozes; 2004.

8. Instituicdo como autor

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA). Controle de plantas aquéticas por meio de agrotoxicos e afins. Brasilia:
DILIQ/IBAMA; 2001.

9. Capitulo de livro

Sarcinelli PN. A exposicao de criangas e adolescentes a agrotdxicos. In: Peres F,
Moreira JC, organizadores. E veneno ou é remédio. Agrotoxicos, saide e ambiente. Rio
de Janeiro: Fiocruz; 2003. p. 43-58.

10. Resumo em Anais de congressos

Kimura J, Shibasaki H, organizadores. Recent advances in clinical
neurophysiology. Proceedings of the 10th International Congress of EMG and Clinical
Neurophysiology; 1995 Oct 15-19; Kyoto, Japan. Amsterdam: Elsevier; 1996.

11. Trabalhos completos publicados em eventos cientificos

Coates V, Correa MM. Caracteristicas de 462 adolescentes gravidas em S&o
Paulo. In: Anais do V Congresso Brasileiro de adolescéncia; 1993; Belo Horizonte. p.
581-582.

12. Dissertacéo e tese

Carvalho GCM. O financiamento publico federal do Sistema Unico de Saude
1988-2001 [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Saude Publica; 2002.

Gomes WA. Adolescéncia, desenvolvimento puberal e sexualidade: nivel de
informacdo de adolescentes e professores das escolas municipais de Feira de Santana —
BA [dissertacdo]. Feira de Santana (BA): Universidade Estadual de Feira de Santana;
2001.

Outros trabalhos publicados

13. Artigo de jornal

Novas técnicas de reproducdo assistida possibilitam a maternidade apds os 40
anos. Jornal do Brasil; 2004 Jan 31; p. 12

Lee G Hospitalizations tied to ozone pollution: study estimates 50,000
admissions annually. The Washington Post 1996 Jun 21; Sect. A:3 (col. 5).

14. Material audiovisual

HIV+/AIDS: the facts and the future [videocassette]. St. Louis (MO): Mosby-
Year Book; 1995.
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15. Documentos legais

Brasil. Lei n° 8.080 de 19 de Setembro de 1990. Dispde sobre as condigdes para
a promocdo, protecdo e recuperacdo da saude, a organizagdo e o funcionamento dos
servicos correspondentes e da outras providéncias. Diario Oficial da Unido 1990; 19 set.
Material no prelo ou ndo publicado

Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N Engl J Med. In press
1996.

Cronemberg S, Santos DVV, Ramos LFF, Oliveira ACM, Maestrini HA, Calixto
N. Trabeculectomia com mitomicina C em pacientes com glaucoma congénito refratario.
Arg Bras Oftalmol. No prelo 2004.

Material eletronico

16. Artigo em formato eletronico

Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg Infect Dis
[serial on the Internet].1995 Jan-Mar [cited 1996 Jun 5];1(1):[about 24 p.]. Available
from: http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm

Lucena AR, \elasco e Cruz AA, Cavalcante R. Estudo epidemioldgico do
tracoma em comunidade da Chapada do Araripe — PE — Brasil. Arg Bras Oftalmol
[periddico na Internet]. 2004 Mar-Abr [acessado 2004 Jul 12];67(2): [cerca de 4 p.].
Disponivel em:

http://www.abonet.com.br/abo/672/197-200.pdf

17. Monografia em formato eletronico

CDI, clinical dermatology illustrated [CD-ROM]. Reeves JRT, Maibach H.
CMEA Multimedia Group, producers. 22 ed. Version 2.0. San Diego: CMEA, 1995.

18. Programa de computador

Hemodynamics Il1: the ups and downs of hemodynamics [computer program].
Version 2.2. Orlando (FL): Computerized Educational Systems; 1993.
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7.5 Anexo 5 - Normas para submissdo Jornal Brasileiro de Pneumologia

INSTRUCOES AOS AUTORES

O Jornal Brasileiro de Pneumologia (J Bras Pneumol) ISSN-1806-3713,
publicado bimestralmente, é 6rgao oficial da Sociedade Brasileira de Pneumologia e
Tisiologia destinado a publicacdo de trabalhos cientificos referentes a Pneumologia e

areas correlatas.

Todos os manuscritos, apos aprovacao pelo Conselho Editorial serdo avaliados por
revisores qualificados, sendo o anonimato garantido em todo o processo de

julgamento.

Os artigos que ndo apresentarem mérito, que contenham erros significativos de
metodologia, ou ndo se enquadrem na politica editorial da revista, serdo rejeitados
diretamente pelo Conselho Editorial, ndo cabendo recurso. Os artigos podem ser
escritos em portugués, espanhol ou inglés. Na versdo eletrbnica do Jornal

(www.jornaldepneumologia.com.br, ISSN-1806-3756) todos os artigos serdo

disponibilizados tanto numa versdo em lingua latina como também em inglés. Ndo ha

taxas para submisséo e avaliacdo de artigos.

O Jornal Brasileiro de Pneumologia apoia as politicas para registro de ensaios
clinicos da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e do International Committee of
Medical Journal Editors (ICMJE), reconhecendo a importancia dessas iniciativas
para o registro e divulgacéo internacional de informacdes sobre estudos clinicos em
acesso aberto. Sendo assim, somente serdo aceitos para publicacdo, a partir de 2007,
0s artigos de pesquisas clinicas que tenham recebido um nimero de identificacdo em
um dos Registros de Ensaios Clinicos validados pelos critérios estabelecidos pela
OMS e ICMJE, cujos enderecos estdo disponiveis no site do ICMJE. O numero de

identificacdo devera ser registrado ao final do resumo.

Dentro desse contexto, o Jornal Brasileiro de Pneumologia adota a definicdo de
ensaio clinico preconizada pela OMS, que pode ser assim resumida: "qualquer

pesquisa que prospectivamente designe seres humanos para uma ou mais
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intervencOes visando avaliar seus efeitos em desfechos relacionados a saude. As
intervencgdes incluem drogas, células e outros produtos bioldgicos, procedimentos
cirurgicos, radiologicos, dispositivos, terapias comportamentais, mudancas de

processos de cuidados, cuidados preventivos, etc".

CRITERIOS DE AUTORIA

A inclusdo de um autor em um manuscrito encaminhado para publicacdo s6 é
justificada se ele contribuiu significativamente, do ponto de vista intelectual, para a
sua realizacdo. Fica implicito que o autor participou em pelo menos uma das
seguintes fases: 1) concepgdo e planejamento do trabalho, bem como da
interpretacdo das evidéncias; 2) redacdo e/ou revisdao das versdes preliminares e

definitiva; e 3) aprovou a Versao final.

A simples coleta e catalogacdo de dados ndo constituem critérios para autoria.
Igualmente, ndo devem ser considerados autores, auxiliares técnicos que fazem a
rotina, médicos que encaminham pacientes ou interpretam exames de rotina e chefes
de servicos ou departamentos, ndo diretamente envolvidos na pesquisa. A essas

pessoas podera ser feito agradecimento especial.

Os conceitos contidos nos manuscritos sdo de responsabilidade exclusiva dos

autores.

Com excecdo de trabalhos considerados de excepcional complexidade, a revista
considera 8 0 niUmero maximo aceitavel de autores. No caso de maior nimero de
autores, enviar carta a Secretaria do Jornal descrevendo a participagdo de cada um no
trabalho.

APRESENTACAO E SUBMISSAO DOS MANUSCRITOS

Os manuscritos deverao ser obrigatoriamente encaminhados via eletrénica a partir do

sistema de submissdo Scholar One:https://mc04.manuscriptcentral.com/jbpneu-
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scielo. As instrucbes e 0 processo de submissdo estdo descritos abaixo.

O formulério de transferéncia de direitos autorais deve ser assinado a caneta por
todos os autores e deve ser carregado como um arquivo complementar assim que o

manuscrito for enviado. O modelo disponivel aqui: Declaracdo de Conflito de

Interesse

Pede-se aos autores que sigam rigorosamente as normas editoriais da revista,
particularmente no tocante ao nimero maximo de palavras, tabelas e figuras
permitidas, bem como as regras para confeccdo das referéncias bibliograficas. A nao
observancia das instrucdes redatoriais implicard na devolucdo do manuscrito pela
Secretaria da revista para que os autores facam as correcdes pertinentes antes de

submeté-lo aos revisores.

Instrucbes especiais se aplicam para a confeccdo de Suplementos Especiais e
Diretrizes e devem ser consultadas pelos autores antes da confec¢do desses

documentos na homepage do jornal.

A revista reserva o direito de efetuar nos artigos aceitos adaptacdes de estilo,

gramaticais e outras.

Com excecdo das unidades de medidas, siglas e abreviaturas devem ser evitadas ao
maximo, devendo ser utilizadas apenas para termos consagrados. Estes termos estao
definidos na Lista de Abreviaturas e Acrénimos aceitos sem definicdo. Clique aqui

(Lista de Abreviaturas e Siglas). Quanto a outras abreviaturas, sempre defini-las na

primeira vez em que forem citadas, por exemplo: proteina C reativa (PCR). Apds a
definicdo da abreviatura, o termo completo ndo deverd ser mais utilizado. Com
excecdo das abreviaturas aceitas sem defini¢do, elas ndo devem ser utilizadas nos
titulos e evitadas no resumo dos manuscritos se possivel. Ao longo do texto
igualmente evitar a mencdo ao nome de autores, dando-se sempre preferéncia as

citagOes numericas apenas.

Quando os autores mencionarem qualquer substancia ou equipamento incomum,

deverdo incluir o modelo/nimero do catalogo, 0 nome da fabricante, a cidade e o
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pais, por exemplo:
"... esteira ergométrica (modelo ESD-01; FUNBEC, S&o Paulo, Brasil)..."

No caso de produtos provenientes dos EUA e Canada, o0 nome do estado ou provincia
também devera ser citado; por exemplo:
"... tTG de figado de porco da Guiné (T5398; Sigma, St. Louis, MO, EUA) ..."

PREPARO DO MANUSCRITO

Nao aceitamos Relatos de Caso.

Pagina de identificacdo (Title page): ela deve conter o titulo do trabalho, em
portugués e inglés, nome completo e titulacdo dos autores, instituicdes a que
pertencem, endereco completo, inclusive telefone, celular e e-mail do autor principal,
e nome do 6rgdo financiador da pesquisa, se houver. Essa pagina deve ser enviada

como um arquivo a parte em Word, separado do manuscrito principal.

Resumo: Deve conter informacGes facilmente compreendidas, sem necessidade de
recorrer-se ao texto, ndo excedendo 250 palavras. Deve ser feito na forma estruturada
com: Objetivo, Métodos, Resultados e Conclusdes. Quando tratar-se de artigos de
Revisdo o resumo ndo deve ser estruturado. Para Comunicacdes Breves ndo deve ser

estruturado nem exceder 100 palavras.

Abstract: Uma versdo em lingua inglesa, correspondente ao conteido do Resumo

deve ser fornecida.

Descritores e Keywords: Deve ser fornecido de trés a seis termos em portugués e

inglés, que definam 0 assunto do trabalho.

CONTEUDO DO ARTIGO:

Artigos originais: O texto deve ter entre 2000 e 3000 palavras, excluindo referéncias

e tabelas. Deve conter no maximo 6 tabelas e/ou figuras. O numero de referéncias
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bibliograficas ndo deve exceder 40. A sua estrutura deve conter as seguintes partes:
Introducéo, Métodos, Resultados, Discussdo, Agradecimentos e Referéncias. A secao
Métodos devera conter mencdo a aprovacdo do estudo pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos, ou pelo Comité de Etica em Pesquisa em Animais,
ligados a Instituicdo onde o projeto foi desenvolvido. Nessa secdo também deve
haver descricdo da andlise estatistica empregada, com as respectivas referéncias
bibliogréaficas. Ainda que a inclusdo de subtitulos no manuscrito seja aceitavel, o seu
uso ndo deve ser excessivo e deve ficar limitado as sessdes Métodos e Resultados

somente.

Revisdes e Atualizacdes: Serdo realizadas somente a convite do Conselho Editorial.
O texto ndo deve ultrapassar 5000 palavras, excluindo referéncias e tabelas. O
namero total de ilustracBes e tabelas ndo deve ser superior a 8. O numero de

referéncias bibliogréficas deve se limitar a 60.

Ensaios pictoricos: Serdo igualmente realizados a convite, ou ap0s consulta dos
autores ao Conselho Editorial. O texto ndo deve ultrapassar 3000 palavras, excluidas
referéncias e tabelas. O numero total de ilustracdes e tabelas ndo deve ser superior a

~

12 e as referéncias  bibliograficas ndo  devem  exceder  30.

Comunicactes Breves: O texto ndo deve ultrapassar 1500 palavras, excluindo as
referéncias e tabelas. O numero total de tabelas e/ou figuras ndo deve exceder 2 e 0

de referéncias bibliograficas 20. O texto devera ser confeccionado de forma corrida.

Cartas ao Editor: Devem contribui¢des originais contendo resultados preliminares,
ndo ultrapassando 1000 palavras e com ndo mais do que 10 referéncias bibliograficas
e 1 tabela e/ou figura.

Correspondéncia: Serdo consideradas para publicacdo comentarios e sugestdes
relacionadas a matéria anteriormente publicada, ndo ultrapassando 500 palavras no

total.

Imagens em Pneumologia: o texto deve ser limitado ao maximo de 200 palavras,

incluindo titulo, texto e até 3 referéncias. E possivel incluir até o maximo de 3
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figuras, considerando-se que o contetdo total serd publicado em apenas uma pagina.

Tabelas e Figuras: Tabelas e graficos devem ser apresentados em preto e branco,
com legendas e respectivas numeracGes impressas ao pé de cada ilustracdo. As
tabelas e figuras devem ser enviadas no seu arquivo digital original, as tabelas
preferencialmente em arquivos Microsoft Word e as figuras em arquivos JPEG acima
de 300 dpi. Fotografias de exames, procedimentos cirurgicos e biopsias onde foram
utilizadas coloracGes e técnicas especiais serdo consideradas para impressao colorida,
sem custo adicional aos autores. As grandezas, unidades e simbolos devem obedecer
as normas nacionais  correspondentes (ABNT: http://www.abnt.org.br).

Legendas: Legendas deverdo acompanhar as respectivas figuras (gréaficos,
fotografias e ilustragdes) e tabelas. Cada legenda deve ser numerada em algarismos
arébicos, correspondendo a suas citagdes no texto. Além disso, todas as abreviaturas
e siglas empregadas nas figuras e tabelas devem ser definidas por extenso abaixo das

mesmas.

Referéncias: Devem ser indicadas apenas as referéncias utilizadas no texto,
numeradas com algarismos arabicos e na ordem em que foram citadas. A
apresentacdo deve estar baseada no formato Vancouver Style, atualizado em outubro
de 2004, conforme os exemplos abaixo. Os titulos dos periddicos citados devem ser
abreviados de acordo com o estilo apresentado pela List of Journal Indexed in Index
Medicus, da National Library of Medicine disponibilizados no

endereco:_http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/journals/loftext.noprov.html.

Para todas as referéncias, cite todos os autores até seis. Acima desse nlimero, cite 0s

seis primeiros autores seguidos da expressao et al.
Exemplos:
Artigos Originais

1. Neder JA, Nery LE, Castelo A, Andreoni S, Lerario MC, Sachs AC et al.
Prediction of metabolic and cardiopulmonary responses to maximum cycle
ergometry: a randomized study. Eur Respir J. 1999;14(6):1204-13.
Resumos

2. Singer M, Lefort J, Lapa e Silva JR, Vargaftig BB. Failure of granulocyte
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depletion to suppress mucin production in a murine model of allergy [abstract]. Am J
Respir Crit Care Med. 2000;161:A863.

Capitulos de Livros
3. Queluz T, Andres G. Goodpastures syndrome. In: Roitt IM, Delves PJ, editors.
Encyclopedia of Immunology. 1st ed. London: Academic Press; 1992. p. 621-3.

PublicacOes Oficiais
4. World Health Organization. Guidelines for surveillance of drug resistance in
tuberculosis. WHO/Th, 1994;178:1-24.

Teses
5. Martinez TY. Impacto da dispnéia e pardmetros funcionais respiratorios em
medidas de qualidade de vida relacionada a satde de pacientes com fibrose pulmonar

idiopatica [thesis]. Sdo Paulo: Universidade Federal de Sao Paulo; 1998.

Artigos Publicados na Internet
6. Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA acts in an
advisory role. Am J Nurs [serial on the Internet]. 2002 Jun [cited 2002 Aug 12];
102(6): [about 3 p.]. Available from:
http://www.nursingworld.org/AJN/2002/june/Wawatch.htm

Homepages/Enderecos Eletrdnicos
7. Cancer-Pain.org [homepage on the Internet]. New York: Association of Cancer
Online Resources, Inc.; c2000-01 [updated 2002 May 16; cited 2002 Jul 9].
Available from: http://www.cancer-pain.org/

Outras situacgoes:
Na eventualidade do surgimento de situagdes ndo contempladas por estas Instrucoes
Redatoriais, deverdo ser seguidas as recomendacOes contidas em International
Committee of Medical Journal Editors. Uniform requirements for manuscripts

submitted to biomedical journals. Updated October 2004.
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7.6 Anexo 6 — Normas para submissao Journal Pulmonology

INTRODUCTION

Pulmonology (previously Revista Portuguesa de Pneumologia) will consider
for publication papers (original articles or revisions, case reports, letters to the editor,
commentaries etc) that are related directly or indirectly with the Respiratory System.
The opinions expressed are exclusively the responsibility of the authors.
Only manuscripts containing original material which has not yet been published,
wholly or partially (including tables and figures), and which have not been submitted
to be published elsewhere, will be considered for publication. Before submitting
manuscripts, authors must obtain all necessary authorizations for the publication of
the submitted material.

Texts should be written in English.

Types of article

Articles on original research: The text must not exceed 2500 words,
excluding references and tables, and be organized into introduction, methods, results,
discussion and conclusions, with a maximum of 4 tables and/or figures. In the
materials and methods there must be a complete and appropriate reference to the
statistical methods used and the results should be quite sufficiently explicit.
Review articles: Pulmonology publishes primarily review articles which have been
requested by the editors. However, unsolicited articles submitted will be considered,
particularly systematic reviews (meta-analysis). The text must not exceed 5000
words, excluding references and tables, with a maximum of 5 tables and/or figures in
total. The reviews must be organized systematically in introduction, methods, results
and discussion.
Short publications: Preliminary results or new findings could lead to short
publications. The text should not exceed 1000 words, excluding references and
tables, and be organized into introduction, methods, results and discussion, with a
maximum of 2 tables and/or figures in total and up to 10 references. The short
publications should be submitted with formal abstracts in English, of not more than
250 words.

Commentaries: Commentaries, essays, critical analyses or declarations of a position
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in relation to topics of interest in the area of health, particular the politics of health
and medical education will be considered. The text must not exceed 900 words,
excluding references and tables, and include a maximum of one table or figure.
Commentaries do not require abstracts; they will normally be at the request of the
editors.

Special articles: Where appropriate the editorial board may invite one or various
authors to write an article on a subject of particular formative interest in achieving
the priorities of the journal and where the subject matter is not being addressed by
other areas of study (for example postgraduate study).
Clinical case studies (case reports): The text should not exceed 1200 words,
excluding references and tables, with a maximum of 2 tables and/or figures in total.
Clinical case studies should be submitted with formal abstracts in English, of not
more than 120 words.
Depending on their interest and originality the clinical case studies may include a
commentary/discussion by one of the editors or by an invited reviewer (Clinical case
study with discussion).
Letters to the editor: Two types of letter to the editor are considered, clinical notes
and correspondence.
Clinical notes stand for a very objective reporting of results of clinical observation or
original research for which a detailed development is not appropriate. The text
should not exceed 800 words, excluding references and tables, and can include a
maximum of two tables or figures and up to 7 references.
Correspondence refers to a succinct commentaries on articles published in the
Portuguese Journal of Pulmonology, preferably within the previous 6 months. In this
case, the text should not exceed 500 words, excluding references and tables, and can
include a maximum of one table or figure and up to 5 references.
Letters to the editor should not include abstracts.
In manuscripts signed by more than 6 authors (3 authors in the case of letters to the

editor), there has to be an explicit explanation for such an extensive authorship.

Manuscripts submitted to Pulmonology must conform to the recommendations
indicated here and must be accompanied by a covering letter. The Editorial Board
will acknowledge receipt of manuscripts, supplying information as to the orientation

category given to the relevant article. Whenever there are editorial recommendations

165



to changes to the manuscripts sent, the authors should supply a new version with an
explanation of changes made. Correspondence between the authors and the journal
should be conducted electronically, by the Elsevier Editorial System

(http://ees.elsevier.com/pulmoe).

Submission checklist

You can use this list to carry out a final check of your submission before you
send it to the journal for review. Please check the relevant section in this Guide for
Authors for more details.
Ensure that the following items are present:
One author has been designated as the corresponding author with contact details:

. E-mail address
. Full postal address
All necessary files have been uploaded:
Manuscript:

. Include keywords
. All figures (include relevant captions)
. All tables (including titles, description, footnotes)

* Ensure all figure and table citations in the text match the files provided

* Indicate clearly if color should be wused for any figures in print

Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)
Supplemental files (where applicable)
Further considerations

* Manuscript has been 'spell checked" and 'grammar checked'
* All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa
* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other
sources (including the Internet)
A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing
interests to declare
* Journal policies detailed in this guide have Dbeen reviewed
» Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.

BEFORE YOU BEGIN

Ethics in publishing
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Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical

guidelines for journal publication.

Human and animal rights
If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that

the work described has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the

World Medical Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving

humans. The manuscript should be in line with the Recommendations for the

Conduct, Reporting, Editing and Publication of Scholarly Work in Medical

Journals and aim for the inclusion of representative human populations (sex, age and

ethnicity) as per those recommendations. The terms sex and gender should be used

correctly.

Authors should include a statement in the manuscript that informed consent
was obtained for experimentation with human subjects. The privacy rights of human
subjects must always be observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE quidelines and

should be carried out in accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures)
Act, 1986 and associated guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal
experiments, or the National Institutes of Health guide for the care and use of
Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978) and the authors

should clearly indicate in the manuscript that such guidelines have been followed.
The sex of animals must be indicated, and where appropriate, the influence (or
association) of sex on the results of the study.

Declaration of interest

All authors must disclose any financial and personal relationships with other
people or organizations that could inappropriately influence (bias) their work.
Examples of potential competing interests include employment, consultancies, stock
ownership, honoraria, paid expert testimony, patent applications/registrations, and
grants or other funding.

Authors must disclose any interests in two places: 1. A summary declaration
of interest statement in the title page file (if double-blind) or the manuscript file (if
single-blind). If there are no interests to declare then please state this: 'Declarations
of interest: none'. This summary statement will be ultimately published if the article
is accepted. 2. Detailed disclosures as part of a separate Declaration of Interest form,

which forms part of the journal's official records. It is important for potential
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interests to be declared in both places and that the information matches. More
information.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been
published previously (except in the form of an abstract or as part of a published
lecture or academic thesis, see 'Multiple, redundant or concurrent publication' section

of our ethics policy for more information), that it is not under consideration for
publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or
explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and that, if
accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any
other language, including electronically without the written consent of the copyright-
holder. To verify originality, your article may be checked by the originality detection
service Crossref Similarity Check.
Authorship

All authors should have made substantial contributions to all of the following:
(1) the conception and design of the study, or acquisition of data, or analysis and
interpretation of data, (2) drafting the article or revising it critically for important
intellectual content, (3) final approval of the version to be submitted.

Changes to authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of
authors before submitting their manuscript and provide the definitive list of authors
at the time of the original submission. Any addition, deletion or rearrangement of
author names in the authorship list should be made only before the manuscript has
been accepted and only if approved by the journal Editor. To request such a change,
the Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the reason
for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all
authors that they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of
addition or removal of authors, this includes confirmation from the author being
added or removed.
Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or
rearrangement of authors after the manuscript has been accepted. While the Editor
considers the request, publication of the manuscript will be suspended. If the
manuscript has already been published in an online issue, any requests approved by

the Editor will result in a corrigendum.
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Clinical trial results

In line with the position of the International Committee of Medical Journal
Editors, the journal will not consider results posted in the same clinical trials registry
in which primary registration resides to be prior publication if the results posted are
presented in the form of a brief structured (less than 500 words) abstract or table.
However, divulging results in other circumstances (e.g., investors' meetings) is
discouraged and may jeopardise consideration of the manuscript. Authors should
fully disclose all posting in registries of results of the same or closely related work.

Reporting clinical trials

Randomized controlled trials should be presented according to the
CONSORT guidelines. At manuscript submission, authors must provide the
CONSORT checklist accompanied by a flow diagram that illustrates the progress of
patients through the trial, including recruitment, enrollment, randomization,
withdrawal and completion, and a detailed description of the randomization

procedure. The CONSORT checklist and template flow diagram are available online.

Registration of clinical trials
Registration in a public trials registry is a condition for publication of clinical
trials in this journal in accordance with International Committee of Medical Journal

Editorsrecommendations. Trials must register at or before the onset of patient
enrolment. The clinical trial registration number should be included at the end of the
abstract of the article. A clinical trial is defined as any research study that
prospectively assigns human participants or groups of humans to one or more health-
related interventions to evaluate the effects of health outcomes. Health-related
interventions include any intervention used to modify a biomedical or health-related
outcome (for example drugs, surgical procedures, devices, behavioural treatments,
dietary interventions, and process-of-care changes). Health outcomes include any
biomedical or health-related measures obtained in patients or participants, including
pharmacokinetic measures and adverse events. Purely observational studies (those in
which the assignment of the medical intervention is not at the discretion of the
investigator) will not require registration.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal

Publishing Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the
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corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal
Publishing Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your

work. More information.

Elsevier supports responsible sharing

Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct
of the research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the
sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis and interpretation of
data; in the writing of the report; and in the decision to submit the article for
publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should be
stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which
allow authors to comply with their funder's open access policies. Some funding
bodies will reimburse the author for the Open Access Publication Fee. Details

of existing agreements are available online.

Open access

This is an open access journal: all articles will be immediately and
permanently free for everyone to read and download. To provide open access, this
journal has an open access fee (also known as an article publishing charge APC)
which needs to be paid by the authors or on their behalf e.g. by their research funder
or institution. Permitted third party (re)use is defined by the following Creative
Commons user licenses:

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and
to include in a collective work (such as an anthology), as long as they credit the
author(s) and provided they do not alter or modify the article.

No fee is payable by the author as publishing costs are covered by the society.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early

and mid-career researchers throughout their research journey. The "Learn™

170


http://www.elsevier.com/copyright
http://www.elsevier.com/sharing-articles
http://www.elsevier.com/about/open-science/open-access/agreements
http://www.elsevier.com/openaccesslicenses
http://www.elsevier.com/openaccesslicenses
https://researcheracademy.elsevier.com/

environment at Researcher Academy offers several interactive modules, webinars,
downloadable guides and resources to guide you through the process of writing for
research and going through peer review. Feel free to use these free resources to
improve your submission and navigate the publication process with ease.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted,
but not a mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may
require editing to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to

correct scientific English may wish to use the English Language Editing

service available from Elsevier's WebShop.

Informed consent and patient details

Studies on patients or volunteers require ethics committee approval and
informed consent, which should be documented in the paper. Appropriate consents,
permissions and releases must be obtained where an author wishes to include case
details or other personal information or images of patients and any other individuals
in an Elsevier publication. Written consents must be retained by the author but copies
should not be provided to the journal. Only if specifically requested by the journal in
exceptional circumstances (for example if a legal issue arises) the author must
provide copies of the consents or evidence that such consents have been obtained.

For more information, please review the Elsevier Policy on the Use of Images or

Personal Information of Patients or other Individuals. Unless you have written

permission from the patient (or, where applicable, the next of kin), the personal
details of any patient included in any part of the article and in any supplementary
materials (including all illustrations and videos) must be removed before submission.

Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of
entering your article details and uploading your files. The system converts your
article files to a single PDF file used in the peer-review process. Editable files (e.g.,
Word, LaTeX) are required to typeset your article for final publication. All
correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail.

Submit your article

Please submit your article via http://ees.elsevier.com/pulmoe

171


http://webshop.elsevier.com/languageediting/
http://webshop.elsevier.com/languageediting/
http://www.elsevier.com/patient-consent-policy
http://www.elsevier.com/patient-consent-policy
http://ees.elsevier.com/pulmoe

All manuscripts are evaluated by members of the editorial board of the
journal and acceptance for publication of articles or original research, clinical reports
or series of case studies which are accepted, are subject to a technical assessment by
the editorial board. In this evaluation process articles may be:
a) Accepted without alteration
b) Accepted after suggested modifications have been agreed by the authors
c) Refused
Modifications and revisions — In the case of articles being accepted subject to
modifications, changes must be made by the author within fifteen days (for “minor”
modifications) or 2 months (for “major” modifications). The proof reading will be
the responsibility of the Editorial Board unless the authors indicate otherwise. In the
latter case the changes must be made within the time limit set by the Editorial Board,
to comply with.

PREPARATION

Peer review

This journal operates a single blind review process. All contributions will be
initially assessed by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable
are then typically sent to a minimum of two independent expert reviewers to assess
the scientific quality of the paper. The Editor is responsible for the final decision
regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. More

information on types of peer review.

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor
used. The text should be in single-column format. Keep the layout of the text as
simple as possible. Most formatting codes will be removed and replaced on
processing the article. In particular, do not use the word processor's options to justify
text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one
grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs,
not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a way very

similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with

Elsevier). Note that source files of figures, tables and text graphics will be required
whether or not you embed your figures in the text. See also the section on Electronic

artwork.
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To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and
‘grammar-check’ functions of your word processor.

Article structure

Subdivision - unnumbered sections

Divide your article into clearly defined sections. Each subsection is given a
brief heading. Each heading should appear on its own separate line. Subsections
should be used as much as possible when cross-referencing text: refer to the
subsection by heading as opposed to simply 'the text'.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background,
avoiding a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an
independent researcher. Methods that are already published should be summarized,
and indicated by a reference. If quoting directly from a previously published method,
use quotation marks and also cite the source. Any modifications to existing methods
should also be described.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat
them. A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid
extensive citations and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions
section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and
Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc.
Formulae and equations in appendices should be given separate numbering: Eq.
(A.1), Eqg. (A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for
tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information
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« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.
» Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and
family name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You
can add your name between parentheses in your own script behind the English
transliteration. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter
immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide
the full postal address of each affiliation, including the country name and, if
available, the e-mail address of each author.
« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeing and publication, also post-publication. This responsibility
includes answering any future queries about Methodology and Materials. Ensure
that the e-mail address is given and that contact details are kept up to date by
the corresponding author.
* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent
address’) may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which
the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is
often presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this
reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and
year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if
essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Structured abstract

A structured abstract, by means of appropriate headings, should provide the
context or background for the research and should state its purpose, basic procedures
(selection of study subjects or laboratory animals, observational and analytical
methods), main findings (giving specific effect sizes and their statistical significance,
if possible), and principal conclusions. It should emphasize new and important

aspects of the study or observations.
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The headings will consist of: «Introduction and Objectives», «Patients or
Materials and Methods», «Results» and «Conclusions».

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using
British spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid,
for example, ‘'and’, 'of). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing
purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be
placed on the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the
abstract must be defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure
consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article
before the references and do not, therefore, include them on the title page, as a
footnote to the title or otherwise. List here those individuals who provided help
during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof
reading the article, etc.).

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's
requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant
numbers xxxx, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant
number zzzz]; and the United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of
grants and awards. When funding is from a block grant or other resources available
to a university, college, or other research institution, submit the name of the institute
or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following
sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the
public, commercial, or not-for-profit sectors.

Units
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Follow internationally accepted rules and conventions: use the international
system of units (SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present
simple formulae in line with normal text where possible and use the solidus (/)
instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle,
variables are to be presented in italics. Powers of e are often more conveniently
denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed
separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Embedded math equations

If you are submitting an article prepared with Microsoft Word containing
embedded math equations then please read this related support information.

Artwork

Image manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for
clarity, manipulation for purposes of deception or fraud will be seen as scientific
ethical abuse and will be dealt with accordingly. For graphical images, this journal is
applying the following policy: no specific feature within an image may be enhanced,
obscured, moved, removed, or introduced. Adjustments of brightness, contrast, or
color balance are acceptable if and as long as they do not obscure or eliminate any
information present in the original. Nonlinear adjustments (e.g. changes to gamma
settings) must be disclosed in the figure legend.

Electronic artwork

General points
* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
* Embed the wused fonts if the application provides that option.
* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New
Roman, Symbol, or use fonts that look similar.
* Number the illustrations according to their sequence in the text.
e Use a logical naming convention for your artwork files.

. Provide captions to illustrations separately.

Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.
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You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,
PowerPoint, Excel) then please supply ‘'as is' in the native document format.
Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic
artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following
formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and
line/halftone combinations given below):
EPS (or PDF):  Vector drawings, embed all used fonts.
TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of
300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a

minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to
a minimum of 500 dpi.
Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these
typically have a low number of pixels and limited set of colors;
. Supply files that are too low in resolution;
» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or
JPEG), EPS (or PDF) or MS Office files) and with the correct resolution. If, together
with your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure,
at no additional charge, that these figures will appear in color online (e.g.,

ScienceDirect and other sites). Further information on the preparation of electronic

artwork.
Ilustration services

Elsevier's WebShop offers Illustration Services to authors preparing to submit

a manuscript but concerned about the quality of the images accompanying their
article. Elsevier's expert illustrators can produce scientific, technical and medical-

style images, as well as a full range of charts, tables and graphs. Image 'polishing’ is
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also available, where our illustrators take your image(s) and improve them to a
professional standard. Please visit the website to find out more.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not
attached to the figure. A caption should comprise a brief title (noton the figure
itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to
a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed
either next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end.
Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text and
place any table notes below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure
that the data presented in them do not duplicate results described elsewhere in the
article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the
reference list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in
full. Unpublished results and personal communications are not recommended in the
reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in
the reference list they should follow the standard reference style of the journal and
should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results'
or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item
has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured
by online links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting
and indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that
data provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames,
journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When
copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOl is highly encouraged.

A DOl is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to

any electronic article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an
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issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003).
Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela.
Journal of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note

the format of such citations should be in the same style as all other references in the

paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference
was last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates,
reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references can be
listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or
can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your
manuscript by citing them in your text and including a data reference in your
Reference List. Data references should include the following elements: author
name(s), dataset title, data repository, version (where available), year, and global
persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can
properly identify it as a data reference. This identifier will not appear in your
published article.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue’ are added to any references in the list
(and any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference style

Text: Indicate references by superscript numbers in the text. The actual
authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.
List: Number the references in the list in the order in which they appear in the text.
Examples:
Reference to a journal publication:
1. Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J
Sci Commun 2010;163:51-9. https://doi.org/10.1016/].5¢.2010.00372.

Reference to a journal  publication with an article  number:

2. Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific
article. Heliyon. 2018;19:e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.

Reference to a book:
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3. Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman;
2000.

Reference to a chapter in an edited book:
4. Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In:
Jones BS, Smith RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-
Publishing Inc; 2009, p. 281-304.
Reference to a website:
5. Cancer Research UK. Cancer  statistics reports  for  the
UK, http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/; 2003
[accessed 13 March 2003].

Reference to a dataset:

[dataset] 6. Oguro M, Imahiro S, Saito S, Nakashizuka T. Mortality data for Japanese
oak wilt disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, Vv1;
2015. https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6

authors the first 6 should be listed followed by ‘et al." For further details you are
referred to 'Uniform Requirements for Manuscripts submitted to Biomedical
Journals' (J Am Med Assoc 1997;277:927-34)(see also Samples of Formatted

References).

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word

Abbreviations.

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and
enhance your scientific research. Authors who have video or animation files that they
wish to submit with their article are strongly encouraged to include links to these
within the body of the article. This can be done in the same way as a figure or table
by referring to the video or animation content and noting in the body text where it
should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation
material is directly usable, please provide the file in one of our recommended file
formats with a preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and
animation files supplied will be published online in the electronic version of your

article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with
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your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to
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7.7 Anexo 7 — Normas de publicacao do periodico Fisioterapia e Pesquisa

a. Forma e preparacdo dos manuscritos
1. 1 - Apresentacao:

O texto deve ser digitado em processador de texto Word ou compativel, em
tamanho A4, com espacamento de linhas e tamanho de letra que permitam plena
legibilidade. O texto completo, incluindo péginas de rosto e de referéncias, tabelas e

legendas de figuras, deve conter no méximo 25 mil caracteres com espacos.

2. 2— A pégina de rosto deve conter:

a) titulo do trabalho (preciso e conciso) e sua versdao para 0 inglés;
b) titulo condensado (méximo de 50 caracteres);
c) nome completo dos autores, com numeros sobrescritos remetendo a afiliacdo
institucional e vinculo, no nimero maximo de 6 (casos excepcionais onde sera
considerado o tipo e a complexidade do estudo, poderdo ser analisados pelo Editor,
quando solicitado pelo autor principal, onde devera constar a contribuicdo detalhada
de cada autor);
d) instituicdo que sediou, ou em que foi desenvolvido o estudo (curso, laboratério,
departamento, hospital, clinica, universidade, etc.), cidade, estado e pais;
e) afiliacdo institucional dos autores (com respectivos nimeros sobrescritos); no caso
de docéncia, informar titulo; se em instituicdo diferente da que sediou o estudo,
fornecer informagdo completa, como em “d)”; no caso de ndo-inser¢éo institucional
atual, indicar area de formacéo e eventual titulo;
f) endereco postal e eletrbnico do autor correspondente;
g) indicacdo de ¢rgdo financiador de parte ou todo o estudo se for o caso;
f) indicacio  de  eventual apresentacdo em  evento  cientifico;
h) no caso de estudos com seres humanos ou animais, indicacdo do parecer de
aprovacao pelo comité de ética; no caso de ensaio clinico, 0 nimero de registro do

Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos-REBEC (http://www.ensaiosclinicos.gov.br)

ou no Clinical Trials(http://clinicaltrials.gov).
OBS: A partir de 01/01/2014 a FISIOTERAPIA & PESQUISA adotara a politica

sugerida pela Sociedade Internacional de Editores de Revistas em Fisioterapia e

exigira na submissdo do manuscrito o registro retrospectivo, ou seja, ensaios clinicos
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que iniciaram recrutamento a partir dessa data deverao registrar o estudo ANTES do
recrutamento do primeiro paciente. Para os estudos que iniciaram recrutamento até
31/12/2013, a revista aceitara o seu registro ainda que de forma prospectiva.
3. 3 —Resumo, abstract, descritores e keywords:

A segunda pagina deve conter 0s resumos em portugués e inglés (maximo de
250 palavras). O resumo e o abstract devem ser redigidos em um Unico paragrafo,
buscando-se o méximo de precisdo e concisdo; seu contetudo deve seguir a estrutura
formal do texto, ou seja, indicar objetivo, procedimentos basicos, resultados mais
importantes e principais conclusbes. Sdo seguidos, respectivamente, da lista de até
cinco descritores e keywords(sugere-se a consulta aos DeCS — Descritores em
Ciéncias da Saude da Biblioteca Virtual em Saude do Lilacs (http://decs.bvs.br) e ao
MeSH — Medical Subject Headings do Medline
(http://www.nlm.nih.gov/mesh/meshhome.html).

4. 4 — Estrutura do texto:

Sugere-se que os trabalhos sejam organizados mediante a seguinte estrutura
formal:
a) Introducdo — justificar a relevancia do estudo frente ao estado atual em que se
encontra 0 objeto investigado e estabelecer o objetivo do artigo;
b) Metodologia — descrever em detalhe a sele¢cdo da amostra, os procedimentos e
materiais utilizados, de modo a permitir a reproducdo dos resultados, além dos
métodos usados na analise estatistica;
¢) Resultados — sucinta exposicdo factual da observacdo, em seqiéncia légica, em
geral com apoio em tabelas e graficos. Deve-se ter o cuidado para ndo repetir no
texto todos 0S dados das tabelas elou graficos;
d) Discussdo — comentar os achados mais importantes, discutindo os resultados
alcancados comparando-os com os de estudos anteriores. Quando houver, apresentar
as limitagOes do estudo;

e) Conclusdo — sumarizar as deducdes logicas e fundamentadas dos Resultados.
5. 5 — Tabelas, gréficos, quadros, figuras e
diagramas:

Tabelas, gréaficos, quadros, figuras e diagramas sdo considerados elementos

gréficos. SO serdo apreciados manuscritos contendo no maximo cinco desses
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elementos. Recomenda-se especial cuidado em sua selecdo e pertinéncia, bem como
rigor e precisdo nas legendas, as quais devem permitir o entendimento do elemento
gréfico, sem a necessidade de consultar o texto. Note que os graficos sé se justificam
para permitir rapida compreensdo das variaveis complexas, e ndo para ilustrar, por
exemplo, diferenca entre duas variaveis. Todos devem ser fornecidos no final do
texto, mantendo-se neste, marcas indicando os pontos de sua insercdo ideal. As
tabelas (titulos na parte superior) devem ser montadas no proprio processador de
texto e numeradas (em ardbicos) na ordem de mengdo no texto; decimais sdo
separados por virgula; eventuais abreviacGes devem ser explicitadas por extenso na
legenda.

Figuras, gréaficos, fotografias e diagramas trazem os titulos na parte inferior, devendo
ser igualmente numerados (em ardbicos) na ordem de inser¢do. AbreviacGes e outras

informacdes devem ser inseridas na legenda, a seguir ao titulo.

6. 6 — Referéncias bibliogréficas:

AAs referéncias bibliograficas devem ser organizadas em sequéncia
numérica, de acordo com a ordem em que forem mencionadas pela primeira vez no
texto, seguindo os Requisitos Uniformizados para Manuscritos Submetidos a Jornais
Biomédicos, elaborados pelo Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas

— ICMJE (http://www.icmje.org/index.html).

7. 7— Agradecimentos:

Quando pertinentes, dirigidos a pessoas ou instituicdes que contribuiram para
a elaboracdo do trabalho, sdo apresentados ao final das referéncias.
O texto do manuscrito devera ser encaminhado em dois arquivos, sendo 0 primeiro
com todas as informacdes solicitadas nos itens acima e o segundo uma cépia cegada,
onde todas as informagbes que possam identificar os autores ou o local onde a

pesquisa foi realizada devem ser excluidas.

b. Envio dos manuscritos
Os autores devem encaminhar dois arquivos que contenham 0 manuscrito
(texto + tabelas + figuras) sendo o primeiro com todas as informaces solicitadas nos
itens acima e o segundo uma copia cegada, onde todas as informacBes que possam

identificar os autores ou o local onde a pesquisa foi realizada devem ser excluidas.
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Para a submissdo do manuscrito, o autor deve acessar a Homepage da SciELO
(http://submission.scielo.br/index.php/fp/login), ou link disponibilizado abaixo, com

0 seu login e senha. No primeiro acesso, 0 autor deve realizar o cadastro dos seus
dados. Juntamente com o manuscrito, devem ser enviados no item 4 do processo de
submissio — TRANSFERENCIA DE DOCUMENTOS SUPLEMENTARES, os trés
arquivos listados abaixo (Download), devidamente preenchidos e assinados, bem
como o comprovante de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa.

a) Carta de Encaminhamento (Download) — informagdes basicas sobre o
manuscrito.

b) Declaracéo de Responsabilidade e Conflito de Interesses (Download) —
é declarada a responsabilidade dos autores na elaboracdo do manuscrito, bem como
existéncia ou ndo de eventuais conflitos de interesse profissional, financeiro ou
beneficios diretos ou indiretos que possam influenciar os resultados da pesquisa.

c) Declaracdo de Transferéncia de Direitos Autorais (Download)- €
transferido o direito autoral do manuscrito para a Revista Fisioterapia & Pesquisa /

Physical Therapy & Research, devendo constar a assinatura de todos os autores.
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7.8 Anexo 8 — Questionarios de Qualidade de vida

Questionario de qualidade de vida - Criancas de 6 a 11 anos

Este questionario € formatado para o uso do entrevistador. Por favor, use esse
formato para criangas mais jovens. Para criancas mais velhas, que parecem ser
capazes de ler e responder aos questionarios sozinhas, como as de 12 a 13 anos, use

este questionario na forma de auto avaliagao.

Para cada secdo do guestionario, ha instrucdes para o entrevistador. Estas instrucdes
que vocé deve ler para a crianga estdo assinaladas entre aspas. As instrucdes que
vocédeve sequir estéo sublinhadas e colocadas em itélico.

Entrevistador: Por favor faca as sequintes perguntas:

A) Qual a data de seu nascimento?
Dia Més Ano

B) Vocé é?

Menino Menina

C) Durante asultimas duas semanas, vocé estava de férias ou faltou a escola por
raz6esNAO relacionadas a sua sadde?

Sim Nao

D) Qual das seguintes descreve melhor maneira a sua origem?
1 Branca

2 Negra

3 Mulata

4 Oriental

5 Indigena

6 Outra (qual?)

7 Prefere ndo responder

8 Néo sabe responder
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Em que série voceé esta agora?
1 Infantil (jardim da infancia)
2 12 série
3 28 série
4 32 série
5 42 série
6 5% série

7 62 série
8 72 série
9 ndo esta na escola

Entrevistador:Por favor leia o sequinte para a crianca:

"Estas questfes sdo feitas para as criangas que, como vocé, tém a Fibrose Cistica.
Suas respostas vdo nos ajudar a entender como esta doenca € e como seu tratamento
Ihe ajuda. Responder a estas questfes vai ajudar a vocé e a outros como VOcé, no
futuro. Para cada questdo que eu pergunto, escolha uma resposta no cartdo que eu

vou mostrar para voce."

* Apresente o cartdo laranja para a crianca.

Olhe para este cartdo e leia comigo o que ele diz: Sempre é verdade, Quase sempre
é verdade, As vezes é verdade ou Nunca é verdade."Aqui esta um exemplo: Se eu
perguntasse a vocé se Sempre é verdade, Quase sempre é verdade, As vezes é
verdade ou Nunca é verdade que os elefantes voam, qual das 4 respostas do cartdo

vocé escolheria?"

* Apresente o cartdo azul para a crianca.

"Agora olhe para este cartdo e leia comigo o que diz: Sempre / Frequentemente /
As vezes / Nunca.""Aqui estd um outro exemplo: Se eu perguntasse se Vocé vai para
a lua Sempre / Frequentemente / As vezes / Nunca, qual das respostas do cartdo

vocé escolheria?"

* Apresente o cartdo laranja para a crianca.

"Agora eu vou fazer algumas perguntas sobre sua vida de todos os dias."
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"Fale-me se vocé acha que o que eu vou ler para vocé Sempre é verdade, Quase

sempre é verdade, As vezes é verdade ou Nunca é verdade."

Por favor assinale o quadrado da resposta da crianca.

"Durante as Gltimas duas semanas:"

Sempre é

verdade

Quase sempre | As vezes

¢ verdade ¢ verdade

Nunca

verdade

1. Vocé conseguiu andar tdo

depressa guanto os outros

2. Vocé conseguiu subir as escadas

tdo depressa quanto os outros

3. Vocé foi capaz de correr, pular e

brincar o quanto vocé queria

4. Vocé conseguiu correr tdo rapido e

por tanto tempo quanto 0s outros

5. Vocé conseguiu participar de
esportes que vocé gosta (como nadar,

dancar, jogar futebol e outros)

6. Vocé teve dificuldade de carregar
ou levantar coisas pesadas como

livros, mochilas e maleta da escola

Entrevistador: Mostre o cartdo azul a crianca.

Por favor assinale o quadrado indicando a resposta da crianca.

"E durante as ultimas duas semanas, diga-me com que frequéncia:"

Sempre

Frequentemente

As vezes

Nunca

7. Vocé se sentiu cansado(a)
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8. Vocé se sentiu bravo(a)

9. Vocé se sentiu irritado(a)

10. Vocé se sentiu preocupado(a)

11. VVocé ficou triste

12. Vocé teve dificuldade em

adormecer

13. Vocé teve sonhos ruins ou pesadelos

14. Vocé se sentiu bem consigo

mesmo(a)

15. Vocé teve problemas para comer

16. Vocé teve que parar de brincar ou

jogar por causa dos seus tratamentos

17. Vocé foi forgado(a) a comer

Entrevistador: Apresente o cartdo laranja a crianca.

"Agora diga se vocé acha que o que estou lendo para vocéSempre é verdade, Quase

sempre é verdade, As vezes ¢é verdade ou Nunca é verdade."

Por favor assinale o quadrado indicando a resposta da crianca.

"Durante as Gltimas duas semanas:"

Sempre ¢é
verdade

Quase sempre
é verdade

As vezes
é verdade

Nunca
é
verdade

18. Vocé conseguiu fazer todos os

seus tratamentos

19. Vocé gostou de comer

20. Vocé brincou muito com o0s

amigos

191




21. Vocé ficou em casa mais que

VOCé queria

22. Vocé se sentiu bem dormindo
fora de casa (na casa do amigo,

parente ou outro lugar)

23. Vocé se sentiu excluido(a)

24. Vocé convidou com frequéncia

0S amigos para sua casa

25. Vocé foi "gozado(a)" por outras

criangas

26. Vocé se sentiu bem falando sobre
sua doenga com outros (amigos,

professores)

27. VOcé pensou que era muito

pequeno(a)

28. Vocé pensou que era muito

magro(a)

29. Vocé pensou que VOcé era
diferente fisicamente dos outros de

sua idade

30. Fazer seus tratamentos deixou

vocé chateado(a)

Entrevistador: Apresente o cartdo azul para a crianca novamente.

Assinale 0 quadrado indicando a resposta da crianca.

"Diga-me quantas vezes nas ultimas duas semanas:"

Sempre

Frequentemente

As vezes

Nunca
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31. Vocé tossiu durante o dia

32. Vocé acordou a noite por causa da

tosse

33. VVocé tossiu catarro

34. Vocé teve falta de ar

35. Seu estbmago doeu

Por favor, asseqgure-se que todas as questdes foram respondidas.

OBRIGADO POR SUA COOPERACAO
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Questionéario de qualidade de vida - Criangas de 12 a 13 anos

Este questionario é destinado aos adolescentes que, como vocé, tém FIBROSE
CISTICA. Suas respostas nos ajudaro a entender esta doenca e como o0s tratamentos
podem ajudar vocé. Assim, respondendo estas questdes, vocé ajudard a vocé mesmo

e a outros com fibrose cistica no futuro.

Por favor, responda todas as questdes.Nao ha respostas erradas ou certas. Se vocé
ndo esta seguro quanto a resposta, escolha a que parece mais proxima da sua

situacao.

Por favor, complete as informacdes abaixo:

A) Qual a data de seu nascimento?
Dia Més Ano

B) Vocé é?

Masculino Feminino

C) Durante asultimas duas semanas, vocé estava de férias ou faltou a escola por
razoesNAO relacionadas a sua salde?
Sim Néo

D) Qual das seguintes descreve melhor maneira a sua origem?
1 Branca

2 Negra

3 Mulata

4 Oriental

5 Indigena

6 Outra (qual?)

7 Prefere ndo responder

8 Né&o sabe responder
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E) Em que série vocé esta agora?
1 52 série

2 6% série

3 72 série

4 82 série

5 1° colegial

6 ndo esta na escola

Por favor, assinale o quadrado que indica a sua resposta.

Durante as Ultimas duas semanas:

Sempre

éverdade

Quase sempre

é verdade

As vezes

é verdade

Nunca
é
verdade

1. Vocé foi capaz de andar tdo

depressa quanto 0s outros

2. Vocé foi capaz de subir escadas tao

depressa guanto os outros

3. Vocé foi capaz de correr, pular e

brincar o quanto vocé queria

4. Vocé foi capaz de correr tdo rapido
e por tanto tempo quanto os outros

5. Vocé foi capaz de participar de
esportes que vocé gosta (como nadar,
dancar, jogar futebol e outros)

6. Vocé teve dificuldade de carregar
ou levantar objetos pesados como

livros, mochila e maleta da escola

Por favor, assinale o quadrado que indica a sua resposta.

Durante asultimas duas semanas, indique com que frequéncia:
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Sempre

Frequentemente

As vezes | Nunca

7. Vocé se sentiu cansado(a)

8. Vocé se sentiu bravo(a)

9. Vocé se sentiu irritado(a)

10. Vocé se sentiu preocupado(a)

11. VVocé se sentiu triste

12. VVocé teve dificuldade em adormecer

13. Vocé teve sonhos ruins ou pesadelos

14. Vocé se sentiu bem consigo

mesmo(a)

15. Vocé teve problemas para comer

16. Vocé teve que parar de brincar ou

jogar por causa dos seus tratamentos

17. Vocé foi obrigado(a) a comer

Por favor, assinale o quadrado indicando a sua resposta.

Durante asultimas duas semanas:

Sempre é

verdade

Quase sempre

¢ verdade

As vezes é

verdade

Nunca é

verdade

18. Vocé foi capaz de fazer todos os

seus tratamentos

19. Vocé gostou de comer

20. Vocé ficou muito com 0s amigos
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21. Vocé ficou em casa mais tempo

do que vocé queria

22. Vocé se sentiu bem dormindo
fora de casa (na casa do amigo,

parente ou outro lugar)

23. Vocé se sentiu excluido(a)

24. Vocé convidou com frequéncia

0S amigos para sua casa

25. Vocé foi "gozado(a)" por outras

criangas

26. Vocé se sentiu bem falando sobre
sua doenga com outros (amigos,

professores)

27. VOcé pensou que era muito

pequeno(a)

28. VVOocé pensou que Vocé era muito

magro(a)

29. Vocé pensou que VOcé era
diferente fisicamente dos outros de

sua idade

30. Fazer seus tratamentos deixou

vocé chateado(a)

Por favor, assinale o quadrado indicando a sua resposta.

Diga-nos quantas vezes nas Ultimas duas semanas:

Sempre

Frequentemente

As vezes

Nunca

31. Vocé tossiu durante o dia
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32. Vocé acordou a noite por causa da
tosse

33. VVocé tossiu com catarro

34. Vocé teve falta de ar

35. Seu estdbmago doeu

Por favor, assegure-se que todas as questdes foram respondidas.

OBRIGADO POR SUA COOPERACAO!
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Questionario de fibrose cistica - Adolescentes e adultos (pacientes acima de 14
anos)

A compreensao do impacto que a sua doenca e 0s seus tratamentos tém na sua vida
didria pode ajudar a equipe profissional a acompanhar sua saude e ajustar 0s seus
tratamentos. Por isso, este questionario foi especificamente desenvolvido para

pessoas portadoras de fibrose cistica. Obrigado por completar o questionario.

Instrucdes: As questbes a seguir se referem ao estado atual da sua saude e como
vocé a percebe. Essa informacdo vai permitir que a equipe de satde entenda melhor

como vocé se sente na sua vida diaria.

Por favor, responda todas as questdes.N@o ha respostas erradas ou certas. Se
vocé estd em duvida quanto a resposta, escolha a que estiver mais proxima da sua

situacao.

SESSAO I: DEMOGRAFIA
Por favor, complete as informacdes abaixo:
A) Qual a data de seu nascimento?

Dia Més Ano

B) Qual o seu sexo?

MasculinoFeminino

C) Durante as ultimas duas semanasvocé esteve de férias, faltou a escola ou ao
trabalho por razdes NAO relacionadas & sua satde?
SimNao

D) Qual o seu estado civil atual?
1 Solteiro(a) / nunca casou

2 Casado(a)

3 Vilvo(a)

4 Divorciado(a)

5 Separado(a)
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6 2° casamento
7 Juntado(a)
E) Qual a origem dos seus familiares?
1 Branca
2 Negra
3 Mulata
4 Oriental
5 Indigena
6 Outra (qual?)
7 Prefere ndo responder

8 Nao sabe responder

F) Qual foi o grau maximo de escolaridade que vocé completou?
1 Escola Fundamental (Primario e Ginasio) Incompleto

2 Escola Fundamental (Priméario e Ginasio) Completo

3 Escola Vocacional (Profissionalizante)

4 Curso Médio (colegial ou cientifico) Incompleto

5 Curso Médio (colegial ou cientifico) Completo

6 Faculdade / Curso Superior

7 Ndo frequentou a escola

G) Qual das seguintes opcdes descreve de melhor maneira o seu trabalho atual ou
atividade escolar?

1Vai a escola

2 Faz cursos em casa

3 Procura trabalho

4 Trabalha em periodo integral ou parcial (fora ou dentro de casa)

5 Faz servicos em casa - periodo integral

6 Ndo vai a escola ou trabalho por causa da satde

7 Ndo trabalha por outras razdes

SECAO Il. QUALIDADE DE VIDA
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Por favor, assinale o quadrado, indicando a sua resposta.

Durante as Gltimas duas semanas em que nivel vocé teve dificuldade para:

Muita Alguma Pouca Nenhumadificuldade
dificuldade | dificuldade | dificuldade

1. Realizar atividades
vigorosas como correr

ou praticar esportes

2. Andar tdo depressa

guanto os outros

3. Carregar ou levantar
coisas pesadas como
livros, pacotes ou

mochilas

4. Subir um lance de

escadas

5. Subir tdo depressa

guanto os outros

Por favor, assinale o quadrado, indicando sua resposta.

Durante as Ultimas duas semanas indique quantas vezes:

Sempre | Frequentemente | As vezes | Nunca

6. VVocé se sentiu bem

7. Vocé se sentiu preocupado(a)

8. Vocé se sentiu inutil

9. Vocé se sentiu cansado(a)

10. Vocé se sentiu cheio(a) de energia

11. Vocé se sentiu exausto(a)

12. VVocé se sentiu triste

Por favor, circule o nimero que indica a sua resposta. Escolha apenas uma

resposta para cada questao.
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Pensando sobre o seu estado de satde nas Ultimas duas semanas:

13. Qual é a sua dificuldade para andar?

1. Vocé consegue andar por longo periodo, sem se cansar.

2. Vocé consegue andar por longo periodo, mas se cansa.

3. Vocé ndo consegue andar por longo periodo porque se cansa rapidamente

4. Vocé evita de andar, sempre que é possivel, porque é muito cansativo.

14. Como vocé se sente em relagdo a comida?
1. S6 de pensar em comida, vocé se sente mal.
2. Vocé nunca gosta de comer

3. Vocé as vezes gosta de comer

4. Vocé sempre gosta de comer

15. Até que ponto os tratamentos que vocé faz tornam a sua vida diéria dificil?
1. Nem um pouco

2. Um pouco

3. Moderadamente

4. Muito

16. Quanto tempo vocé gasta nos tratamentos diariamente?
1. Muito tempo

2. Algum tempo

3. Pouco tempo

4. Nao muito tempo

17. O quanto é dificil para vocé realizar seus tratamentos, inclusive medicacdes,
diariamente?

1. Néo é dificil

2. Um pouco dificil

3. Moderadamente dificil

4. Muito dificil

18. O que vocé pensa da sua salde no momento?
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1. Excelente

2. Boa

3. Mais ou menos (regular)
4. Ruim

Por favor, selecione o quadrado indicando sua resposta.

Pensando sobre a sua saude, durante as Gltimas duas semanas, indique na sua

opinido em que grau, as sentencas abaixo séo verdadeiras ou nédo:

Sempre ¢é

verdade

Quase sempre

¢ verdade

As vezes é

verdade

Nunca é

verdade

19. Eu tenho dificuldade em me
recuperar apés esforgo fisico

20. Eu preciso limitar atividades

intensas como correr ou jogar

21. Eu tenho que me esforcar para

comer

22. Eu preciso ficar em casa mais do

gue eu gostaria

23. Eu me sinto bem falando sobre a

minha doenga com 0s outros

24. Eu acho que  estou

muitomagro(a)

25. Eu acho que minha aparéncia é

diferente dos outros da minha idade

26. Eu me sinto mal com a minha

aparéncia fisica

27. As pessoas tém medo que eu

possa ser contagioso(a)

28. Eu fico bastante com 0s meus

amigos

29. Eu penso que a minha tosse

incomoda 0s outros
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30. Eu me sinto confortavel ao sair

de noite

31. Eu me sinto sozinho(a) com

frequiéncia

32. Eu me sinto saudavel

33. E dificil fazer planos para 0
futuro (por exemplo frequentar
faculdade, casar, progredir no

emprego)

34. Eu levo uma vida normal

SECAO Ill. ESCOLA, TRABALHO OU ATIVIDADES DIARIAS

Por favor, escolha o nimero ou selecione o quadrado indicando sua resposta.

35. Quantos problemas vocé teve para manter suas atividades escolares, trabalho
profissional ou outras atividades diarias, durante as Gltimas duas semanas:

1. Vocé ndo teve problemas

2. Vocé conseguiu manter atividades, mas foi dificil

3. Vocé ficou para trés

4. Vocé ndo conseguiu realizar as atividades, de nenhum modo

36. Quantas vezes vocé faltou a escola, ao trabalho ou ndo conseguiu fazer suas
atividades diarias por causa da sua doenca ou dos seus tratamentos nas Ultimas duas
semanas?

sempre frequentemente as vezes nunca

37. O quanto a Fibrose Cistica atrapalha vocé para cumprir seus objetivos pessoais,
na escola ou no trabalho?

sempre frequentemente as vezes nunca

38. O quanto a Fibrose Cistica interfere nas suas saidas de casa, tais como fazer
compras ou ir ao banco?

sempre frequentemente as vezes nunca
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SECAO IV. DIFICULDADES NOS SINTOMAS

Por favor, assinale a sua resposta.

Indique como vocé tém se sentido durante as Ultimas duas semanas.

Muito(a) | Algum(a) | Um pouco | Nada

39. Voce teve dificuldade para ganhar peso?

40. Voce estava encatarrado(a)?

41. Vocé tem tossido durante o dia?

42.Voceé teve que expectorar catarro?

Se na questdo 42 a resposta for Nada, va para a questao 44

43. O seu catarro (muco) tem sido predominantemente:
. claro

. claro para amarelado

. amarelo — esverdeado

. verde com tracos de sangue

aa ~ W N -

. nao sei

Com que frequéncia, nas ultimas duas semanas:

Sempre | Frequentemente | As vezes | Nunca

44. \VVocé tem tido chiado?

45, VVocé tem tido falta de ar?

46. Vocé tem acordado a noite por

causa da tosse?

47. Voceé tem tido problema de gases?

48. VVocé tem tido diarreia?

49. VVocé tem tido dor abdominal?

50. Vocé tem tido problemas

alimentares?
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Por favor, verifique se vocé respondeu todas as questdes.

OBRIGADO POR SUA COOPERACAO!
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Questionério de fibrose cistica para os pais/cuidadores (criancgas de 6 a 13 anos)

A compreensdo do impacto da doenca e dos tratamentos sobre a vida diaria da sua
crianga pode ajudar a equipede saude a acompanhar melhor sua crianga e ajustar seu
tratamento. Por essa razdo, nos desenvolvemos estequestionario de qualidade de vida
especialmente para pais de criancas com fibrose cistica. Agradecemos por suaboa

vontade de completar este questionario.

Instrucgdes: O seguinte questionario é a respeito do estado atual da satde do (da) seu
(sua) filho(a), como ela ouele o percebe. Esta informacdo vai nos permitir entender
melhor como ela ou ele se sente no dia a dia. Por favor,responda todas as questdes.
N&o ha resposta certa ou errada! Se néo tiver certeza da resposta, escolha a que

formais préxima da condicéo do (da) seu (sua) filho(a).

SESSAO |I: DEMOGRAFIA

Por favor, preencha as informac6es abaixo ou anote o quadrado indicando sua

resposta:

A) Qual a data de nascimento da sua crianca?
Dia Més Ano

B) Qual é o seu parentesco com a crianca?
1 Mée

2 Pai

3 AV0

4 Avd

5 Madrasta

6 Padrasto

7 Outro (qual?)

C) Qual das seguintes descreve melhor maneira a origem da sua crianga?
1 Branca
2 Negra
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3 Mulata

4 Oriental

5 Indigena

6 Outra (qual?)

7 Prefere ndo responder
8 Nao sabe responder

D) Durante as ultimas duas semanas sua crianca esteve de férias ou faltou a escola
por razbes NAOrelacionadas a sua satde?
Sim  Néo

E) Qual a data do seu nascimento?
Dia Més Ano

F) Qual o seu estado civil atual?
1 Solteiro(a) / nunca casou

2 Casado(a)

3 Viavo(a)

4 Divorciado(a)

5 Separado(a)

6 2° casamento

7 Juntado(a)

G) Qual é maior grau de escolaridade que senhor(a) completou?
Escola Fundamental (Primario e Ginasio) Incompleto

Escola Fundamental (Primario e Ginasio) Completo

Escola VVocacional (Profissionalizante)

Curso Médio (colegial ou cientifico) Incompleto

Curso Médio (colegial ou cientifico) Completo

Faculdade / Curso Superior

Né&o frequentou a escola

H) Qual das seguintes opgOes descreve de melhor maneira o seu trabalho atual ou

atividade escolar?
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Procura trabalho

Trabalha em periodo integral ou parcial (fora ou dentro de casa)

Faz servigos em casa - periodo integral

N&o vai a escola ou trabalho por causa da satde

Né&o trabalha por outras razdes

SECAO Il. QUALIDADE DE VIDA

Por favor, indiqgue como a sua crianca se sentiu nas Gltimas duas semanas.

Assinale o quadrado, indicando sua resposta.

Assinale qual a dificuldade que a sua crianca tem para:

Muita
dificuldade

Alguma
dificuldade

Pouca
dificuldade

Nenhuma
dificuldade

1. Realizar atividades
vigorosas como correr ou

praticar esportes

2. Andar tdo depressa quanto

0S outros

3. Subir escadas tdo depressa

guanto os outros

4. Carregar ou levantar
objetos pesados como livros,

mochilas ou maleta da escola

5. Subir varios lances de

escada

Por favor, assinale o quadrado, indicando sua resposta.

Durante as Gltimas duas semanas indique com que frequéncia a sua crianca:
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6. Pareceu estar feliz

7. Pareceu estar preocupado(a)

8. Pareceu estar cansado

9. Pareceu estar bravo(a)

10. Pareceu estar bem

11. Pareceu estar irritado(a)

12. Pareceu cheio(a) de energia

13. Faltou ou chegou atrasada da
escola ou em outras atividades
por causa da sua doenca ou dos

tratamentos?

Por favor, circule o numero que indica a sua resposta. Escolha, por favor, apenas
uma resposta para cada quest&o.

Pensando sobre a salde da sua crianca nas Ultimas duas semanas, indique:

14. Até que ponto a sua crianga participou de esportes e de outras atividades tais
como aulas de ginastica?

1. Néo participou de atividades fisicas

2. Participou dos esportes, mas menos que o habitual

3. Participou, como de costume, mas com alguma dificuldade

4. Teve participacdo nos esportes, sem nenhuma dificuldade

15. Qual é a dificuldade da sua crianca para andar?

1. Consegue andar por longo periodo, sem se cansar

2. Consegue andar por longo periodo, mas se cansa

3. Ndo consegue andar por longo periodo porgue se cansa rapidamente

4. Evita de andar sempre que é possivel, porque é muito cansativo

210

Sempre Frequentemente | As vezes | Nunca




Por favor, assinale o quadrado que indica sua resposta.

Pensando a respeito da sua salde da sua crianca, nas Ultimas duas semanas,

indigue a sua resposta para cada sentenca:

Sempre
verdade

é

Quase sempre
é verdade

As vezes
é verdade

Nunca
e

verdade

16. Minha crianca tem dificuldade
em se recuperar apos esforco

fisico

17. As horas das refeiches séo
dificeis

18. Os tratamentos da minha
crianga atrapalham suas
atividades

19. Minha crianca se sente
pequena quando comparada com

outras crian¢as da mesma idade

20. Minha crianca se sente
fisicamente diferente de outras

criangas da mesma idade

21. Minha crianca pensa que é

muito magra

22. Minha crianca se sente

saudavel

23. Minha crianca tende ser

retraido(a)

24. Minha crianga leva vida

normal
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25. Minha crianca diverte-se
menos que o habitual

26. Minha crianga tem dificuldade

de conviver com 0s outros

27. Minha crianca tem dificuldade

em se concentrar

28. Minha crianca é capaz de

realizar tarefas escolares

29. Minha crianca ndo esta indo

bem na escola como costumava ir

30. Minha crianca gasta um monte
de tempo nos seus tratamentos

diariamente

Por favor, circule o nimero indicando sua resposta. Escolha apenas uma resposta

para cada quest&o.

31. Até que ponto é dificil para sua crianca fazer os tratamentos (inclusive a
medicacdo) todos os dias?

1. N&o é dificil

2. Um pouco dificil

3. Moderadamente dificil

4. E muito dificil

32. O que vocé acha da saude da sua criangca no momento?
1. Excelente

2. Boa

3. Mais ou menos (regular)

4. Ruim

SECAO IIl. DIFICULDADES NOS SINTOMAS
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A proxima série de questdes foi designada para determinar a frequéncia com que a
sua crianca apresenta alguns problemas respiratorios, como a tosse e a dificuldade

para respirar (falta de ar).

Por favor, indique como a sua crianga tem se sentindo nas ultimas duas semanas.

Muito(a) Algum(a) Um pouco | Nada

33. Minha  crianga  teve
dificuldade em ganhar peso

34.  Minha crianga  estava

encatarrada

35. Minha crianca tossiu durante o
dia

36. Minha  crianga  teve *

expectora(;éo com catarro

* Va para a questao 38
37. O catarro da minha crianca tem sido predominantemente:
Claro; claro para amarelado; amarelo - esverdeado; verde com tracos de sangue; ndo

sei

Durante as ultimas duas semanas:

Sempre Frequentemente | As vezes | Nunca

38. Minha crianca teve chiado

39. Minha crianca teve falta de

ar

40. Minha crianca acordou a

noite porque estava tossindo

41. Minha crianga teve gases
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42. Minha crianca teve diarreia

43. Minha crianca teve dor

abdominal

44, Minha crianca teve

problemas com alimentacao

Por favor, verifique se vocé respondeu todas as questdes.
OBRIGADO POR SUA COOPERACAOQ!
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7.9 Anexo 9 — Questionario de estabilidade clinica

Questionario de estabilidade clinica

Febre na Gltima semana: () Sim () Néo
Aumento da tosse: () Sim () Néo

Faltade ar: ( ) Sim () Nao
Aumento da expectoracdo e mudanca das suas caracteristicas:

( )Sim( )Nao Observacoes:

Necessidade e/ou aumento do uso de oxigénio: () Sim () N&o
Atendimento no setor de emergéncia e/ou internagcdo? () Sim ( ) Néo
Aumento das medicagdes: ( ) Sim ( ) Néao
Uso de antibidticos (afora os habituais): () Sim () Néo

Observacoes:

Questionario de estabilidade clinica

Febre na ultima semana: () Sim () Nao
Aumento da tosse: ( ) Sim () Nao

Faltade ar: ( ) Sim () Nao
Aumento da expectoracdo e mudanca das suas caracteristicas:

( )Sim( )Nao Observacoes:

Necessidade e/ou aumento do uso de oxigénio: () Sim () Nao
Atendimento no setor de emergéncia e/ou internacdo? () Sim () Néo
Aumento das medicagdes: ( ) Sim () N&o
Uso de antibidticos (afora os habituais): ( ) Sim ( ) Nao

Observagoes:

215



8. APENDICE

8.1 Apéndice 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma
pesquisa. Meu nome é Flavio Monteiro Ayres sou o pesquisador responsavel e minha
area de atuacdo é Genética.

Apo6s ler com atencdo este documento ser esclarecido (a) sobre as
informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine em todas as
folhas e ao final deste documento, que estd em duas vias e também serd assinado por
mim, pesquisador, em todas as folhas. Uma delas € sua e a outra é do pesquisador
responsavel. Em caso de divida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com
0 pesquisador responsavel, Dr. Flavio Monteiro Ayres no telefone: (62) 9 8146-2268.
A ligacgao poderé ser realizada a cobrar.

INFORMACOES IMPORTANTES QUE VOCE PRECISA SABER SOBRE
A PESQUISA:

Titulo: Investigacdo clinica laboratorial de mutaces do gene cftr em
pacientes com fibrose cistica na cidade de Goiania e Anapolis, Goiés .
Informacdes sobre quem esta aplicando o termo de consentimento:

°  Flavio Monteiro Ayres: Biomédico com doutorado em Ciéncias Médicas e
Dentais, professor da Universidade Estadual de Goiés, e coordenador do
Laboratorio de Pesquisa em Genética — UEG.

° Yasmim Queiroz Santos: Fisioterapeuta, Discente do programa de pos
graduacdo de Ciéncias Aplicadas a Produtos da Salde da Universidade
Estadual de Goias (UEG), pesquisadora do Laboratorio de Pesquisa em
Genética — UEG.

O estudo tem como objetivo pesquisar mutagdes do gene cftr em pacientes com
FC correlacionando a dados clinico-laboratoriais e radioldgicos. Ao concordar em
participar da pesquisa, um profissional raspard suavemente o interior da sua
bochecha (mucosa oral) com uma espatula. Esse profissional usara materiais estéreis
e descartdveis, incluindo a troca das luvas entre uma raspagem e outra.O
procedimento é considerado como pouco invasivo, podendo causar apenas um leve
desconforto. Em caso de algum dano causado ao (a) doador (a) decorrente de sua
participacdo na pesquisa, ele (a) tera total direito de pleitear indenizacdo. Ao aceitar
participar da pesquisa, nés esclarecemos que a sua participagdo ndo sera efetuada
nenhum tipo de pagamento ou gratificacdo. A participacdo individual na pesquisa
contribuird para aprimorar e desenvolver o conhecimento sobre mutacdes do gene
cftr em pacientes com FC correlacionando a dados clinico-laboratoriais e
radioldgicos. Os beneficios advindos desta pesquisa serdo potencialmente revertidos
em melhorias nos investimentos e acGes de saude publica no Estado. A participacao
na pesquisa tem duracdo apenas no periodo da coleta e preenchimento dos
questionarios, que levara alguns minutos.Todas as informac6es obtidas do (a) doador
(@) serdo mantidas em sigilo. O individuo tera liberdade de ndo aceitar participar,
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bem como de retirar o consentimento. Ao assinar este termo o pesquisador também
podera investigar correlacbes das mutacBes com outras manifestaces e exames
listados em seu prontuario.

Flavio Monteiro Ayres
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO
DA PESQUISA

Eu, ,  RG/CPF :
abaixo assinado, concordo em participar do estudo Investigacao clinica laboratorial
de mutac6es do gene cftr em pacientes com fibrose cistica na cidade de Goiania e
Anépolis, Goiés, sob a responsabilidade do Dr. Flavio Monteiro Ayres como sujeito
voluntario. Fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador
sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos,
assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi
me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquermomento, sem que isto
leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu acompanhamento/assisténcia/
tratamento.

Local e data:

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:

Assinatura Dactiloscopica:

Nome e assinatura do Pesquisador Responsavel

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e
aceite do sujeitoem participar. Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Assinatura:

Nome: Assinatura;

* Observagdes complementares:
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8.2 Apéndice 2 - Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estéd sendo convidado para participar da pesquisa como voluntario. Meu
nome é Flavio Monteiro Ayres, sou 0 pesquisador responsavel e minha éarea de
atuacdo € Genética. Seus pais permitiram que vocé participasse. Queremos pesquisar
as mutacdes do gene cftr em pacientes com Fibrose Cistica (FC) correlacionando a
dados clinico-laboratoriais e radiologicos. As criancas que irdo participar dessa
pesquisa ttm de0 a 17 anos e 11 messes de idade. VVocé ndo precisa participar da
pesquisa se ndo quiser, € um direito seu ndo tera nenhum problema se desistir.

A pesquisa serd feita no Hospital das Clinicas de Goias HC-UFG e
Associacdo dos Pais e Amigos dos Excepcionais de Anépolis (APAE), um
profissional raspard suavemente a parte interior da sua bochecha (mucosa oral) com
uma espatula. Esse profissional usard materiais nunca usados (estéreis e
descartaveis), incluindo a troca das luvas entre uma raspagem e outra. O
procedimento é considerado como pouco invasivo, podendo causar apenas um leve
desconforto. Caso aconteca algo errado, vocé pode nos procurar pelo telefone (62) 9
8146-2268 do pesquisador Flavio Monteiro Ayres. A ligacdo podera ser feita a
cobrar.

Mas hé coisas boas que podem acontecer como melhorias nos investimentos e
acOes de salde publica no Estado para o seu tratamento. Ninguém sabera que vocé
estd participando da pesquisa, ndo falaremos a outras pessoas, nem daremos a
estranhos as informacgdes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa vao ser
publicados, mas sem identificar o seu nome ou nome de seus pais tudo sera mantido
em segredo sobre quem €é vocé. Quando terminarmos a pesquisa VOcé e seus pais vao
poder ter acesso aos resultados por meio da explicacdo dos pesquisadores. Se vocé
tiver alguma ddvida, vocé pode me perguntar ou ao pesquisador Flavio Monteiro
Ayres. Eu escrevi os telefones na parte de cima desse texto.

Eu aceito
participar da Investigacdo clinica laboratorial de mutacfes do gene cftr em
pacientes com fibrose cistica na cidade de Goiania e Anapolis, Goias, que tem 0
objetivo de pesquisar mutacdes do gene cftr em pacientes com FC correlacionando a
dados clinico-laboratoriais e radiolégicos. Entendi as coisas ruins e as coisas boas
que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e participar. Mas que, a
qualquer momento, posso dizer “ndo” e desistir que ninguém vai ficar furioso. Os
pesquisadores tiraram duvidas e conversaram com 0s meus responsaveis. Recebi uma
copia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da pesquisa.

, de de

Assinatura do menor Flavio Monteiro Ayres
Pesquisador responsavel
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8.3 Apéndice 3 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
para o Responsavel

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA O RESPONSAVEL

Seu filho esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma
pesquisa. Meu nome é Flavio Monteiro Ayres sou o pesquisador responsavel e minha
area de atuacao e Genética.

Apols ler com atencdo este documento ser esclarecido (a) sobre as
informacdes a seguir, no caso de aceitar que ele faca parte do estudo, assine em todas
as folhas e ao final deste documento, que estd em duas vias e também sera assinado
por mim, pesquisador, em todas as folhas. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador
responsavel. Em caso de divida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com
0 pesquisador responsavel, Dr. Flavio Monteiro Ayres no telefone: (62) 9 8146-2268.
A ligagao poderé ser feita a cobrar.

INFORMACOES IMPORTANTES QUE VOCE PRECISA SABER SOBRE
A PESQUISA:

Titulo: Investigacdo clinica laboratorial de mutaces do gene cftr em
pacientes com fibrose cistica na cidade de Goiénia e Anapolis, Goiés.
Informacdes sobre quem esta aplicando o termo de consentimento:

° Flavio Monteiro Ayres: Biomédico com doutorado em Ciéncias Médicas e
Dentais, professor da Universidade Estadual de Goiés, e coordenador do
Laboratorio de Pesquisa em Genética — UEG.

° Yasmim Queiroz Santos: Fisioterapeuta, Discente do programa de pos
graduacdo de Ciéncias Aplicadas a Produtos da Saude da Universidade
Estadual de Goias (UEG), pesquisadora do Laboratorio de Pesquisa em
Genética — UEG.

O estudo tem como objetivo pesquisar mutacdes do gene cftr em pacientes com
FC correlacionando a dados clinico-laboratoriais e radioldgicos.Ao concordar em
participar da pesquisa, um profissional raspara suavemente o interior da bochecha
(mucosa oral) do voluntario, com uma espatula. Esse profissional usard materiais
estéreis e descartaveis, incluindo a troca das luvas entre uma raspagem e outra.O
procedimento é considerado como pouco invasivo, podendo causar apenas um leve
desconforto. Em caso de algum dano causado ao (a) doador (a) decorrente de sua
participacdo na pesquisa, ele (a) tera total direito de pleitear indenizacdo. Ao aceitar a
participacdo de seu filho (a) na pesquisa, nos esclarecemos que a participacdo nédo
sera efetuada nenhum tipo de pagamento ou gratificacao.

A participacdo individual na pesquisa contribuird para aprimorar e desenvolver o
conhecimento sobre mutacdes do gene cftr em pacientes com FC correlacionando a
dados clinico-laboratoriais e radiolégicos. Os beneficios advindos desta pesquisa
serdo potencialmente revertidos em melhorias nos investimentos e acfes de saude
publica no Estado.

A participacdo na pesquisa tem duracdo apenas no periodo da coleta e
preenchimento dos questionarios, que levara alguns minutos. Todas as informacdes
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obtidas do (a) doador (a) serdo mantidas em sigilo. O voluntario também tera
liberdade de ndo aceitar participar, bem como de retirar o consentimento. Os dados
coletados serdo utilizados apenas para esta pesquisa e ndo serdo armazenados para
estudos futuros. Ao assinar este termo o pesquisador também poderd investigar
correlagbes das mutacGes com outras manifestacdes e exames listados em prontuério.

Flavio Monteiro Ayres

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DO MENOR COMO SUJEITO
DA PESQUISA

Eu, ,  RGICPF :
responsavel pelo menor, , aceito sua
participacdo no estudo Investigacdo clinica laboratorial de mutac6es do gene cftr
em pacientes com fibrose cistica na cidade de Goiania e Anapolis, Goias, sob a
responsabilidade do Dr. Flavio Monteiro Ayres, como sujeito voluntério. Fui
devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador
sobre a pesquisa, osprocedimentos nela envolvidos,
assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes da participacdo. Foi me
garantido que posso retirar meu consentimento a qualquermomento, sem que isto
leve a qualquer penalidade ou interrupcdo do acompanhamento/assisténcia/
tratamento do menor envolvido.

Local e data

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:

Assinatura Dactiloscopica:

Nome e assinatura do Pesquisador Responsavel

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa
e aceite do sujeitoem participar. Testemunhas (ndo ligadas a equipe de
pesquisadores):

Nome: Assinatura;

Nome: Assinatura;

* Observagdes complementares:
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8.4 Apéndice 4 — Ficha para andlise de prontuarios

Ficha para Andlise de Prontuarios HC/APAE

Nome/n°: Data de nascimento:
Naturalidade: 1. Gyn 2. Cid. Int. 3. Ap. de Gyn 4. Outros
Procedéncia: 1. Gyn 2. Cid. Int. 3. Ap. Gyn 4. Qutros
Etnia: 1. Branco 2. Negro 3.Pardo 4. Indigena

Idade do diagnéstico: Tipo: 1.Clinico 2. IRT Valor:
Clinica: 1. T. Resp. 2. T. Dig. 3. T. Resp. + T. Dig.

Peso: Altura: IMC:

Teste do Suor?: Teste do Suorz:
Genotipo:

Pancreatina: 0. Ndo 1. Sim
Comorbidades:

Espirometria: VEF! CVF: FEF:

Antibioticos:
Classificacdo de colonizagéo:

PA cronico: 0. Ndo 1.Sim
Fisioterapia: 0. Ndo 1. Sim
Alfadornase: 0. Ndo 1. Sim
SK:

Ndmero de Consultas:  Internacdes: Suplemento nutricional: 0. N&o 1. Sim

TC térax:

Idade TC:

TTO Refluxo: 0. Ndo 1. Sim TTO Asma: 0. Ndao 1.Sim Diabetes: 0. Ndo 1.Sim

Obs:
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