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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade dos componentes
enzimaticos da saliva e as possiveis correlacdes com os pardmetros de avaliagdo
clinica em pacientes com DPOC. A amostra foi composta por 30 individuos, sendo
20 individuos do grupo DPOC e 10 do grupo saudavel. Os parametros clinicos de
cada individuo foram obtidos por espirometria e teste da caminhada dos 6 minutos.
A atividade enzimatica (AE) nas amostras individuais de saliva de cada individuo foi
avaliada in vitro, utilizando substratos fluorescentes com apagamento intramolecular
e inibidores da atividade metaloproteinases (EDTA) e serinoproteinases (PMSF).
Nao se observou diferengas significantes entre os pacientes com DPOC e saudaveis
com relacdo a AE total ou inibicdo de metaloproteinases e serinoproteinases na
saliva. As andlises de correlagdes entre as varidveis da avaliagdo clinica do grupo
DPOC e os ensaios de AE, demonstraram que o FEV; apresentou correlacdo
negativa em relacdo a AE total (p=0,03, r=-0,473) e a inibicdo de metaloproteinases
(p=0,02, 1=-0,498). Nao se observou correlagdes entre os pardmetros avaliados no
grupo controle. Esses resultados abrem novas perspectivas para os estudos de
cinética enzimatica na saliva, utilizando substratos especificos para as enzimas mais

representativas durante a progressdao da DPOC.

Palavras-chave: Doenga pulmonar obstrutiva cronica; Metaloproteinases;
Serinoproteinases e saliva.
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ABSTRACT

The present study was conducted to evaluate the activity of enzymatic components
of saliva and possible correlations with clinical parameters in patients with COPD.
The sample consisted of 30 individuals, 20 individuals with COPD and 10 controls.
The clinical parameters of each individual were obtained by spirometry and 6 minute
walk distance. Enzyme activity (EA) in saliva samples from each individual was
evaluated in vitro using fluorescent substrates and synthetic inhibitors of
metalloproteinases (EDTA) and serine proteinases (PMSF). There was no significant
difference between patients with COPD and healthy relationship with the AE or total
inhibition of metalloproteinases and serine proteinases in saliva. Analysis of
correlations between variables Person of the clinical evaluation of COPD and the AE
tests showed that the FEV| correlated negatively to total EA (p=0.03, r =-0.473) and
inhibition of metalloproteinases (p=0.02, r =-0.498). There was no correlation
between the parameters evaluated in the control group. These results open
perspectives for studies of enzyme kinetics in saliva, using specific substrates for

enzymes most representative during the progression of COPD.

Word-key: Pulmonary illness obstrutiva chronicle; Metaloproteinases;
Serinoproteinases and saliva.
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1 CONTEXTUALIZACAO




1.1 Doenc¢a Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC)

A doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) é uma enfermidade
respiratoria, geralmente causada pela inalacdo da fumacga de cigarro,
resultando em alteragdes irreversiveis nas vias aéreas e obstrucao crénica
ao fluxo aéreo. A limitagdo crénica pulmonar da DPOC é causada pela
combinagdo da bronquite obstrutiva e destruicdo do parénquima pulmonar
distal ao bronquiolo terminal dependendo de cada individuo [1]. A exposicao
a fumaca de cigarro é o principal fator de risco para DPOC como dito
anteriormente, sendo a cessagdo do tabagismo importante medida tanto
para a prevencao quanto para o tratamento da doenca. Poluicdo ambiental,
predisposi¢cao genética, exposicdo a poluentes quimicos e ocupacionais,
alteracdes no crescimento e desenvolvimento pulmonar, estresse oxidativo,
estado socioecondmico, nutricdo, infecgdes respiratérias, comorbidades e

idade; também podem desencadear a doenga [2].

Os efeitos sistémicos associados a DPOC correspondem a
inflamacao sistémica com presenca de estresse oxidativo, concentracbes
anormais de citocinas circulantes e ativagdo das células inflamatdrias [3].
Além disso, inclui a perda progressiva de massa muscular e a presenga de
varias anomalias bioenergéticas, podendo desencadear caquexia em

funcdo do aumento da apoptose de células musculares e/ou desuso
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muscular [4]. Tais efeitos sistémicos possuem consequéncias clinicas
importantes, pois contribuem com a limitagdo da capacidade fisica do

paciente e o declinio da condigdo de saude na DPOC [5].

A DPOC é mundialmente responsavel pelo alto indice de mortalidade
e morbidade, porém ha variacdes na prevaléncia da doencga entre os paises
[6].No Brasil, o perfil epidemiolégico da doenga ainda ndo esta definido, mas
um estudo realizado na grande S&ao Paulo evidenciou a prevaléncia total da
DPOC de 15,8 % da populacgao total, correlacionando-se positivamente com

a idade [7].

Um dos maiores comprometimentos da DPOC é a hiperinsulflagao,
que € caracterizada por um aumento da resisténcia ao fluxo aéreo,
causando um aprisionamento de ar nos pulmdes, provocando alteragdes na
parede toracica e desvantagem entre a musculatura respiratéria, conhecida
como dispnéia ou desconforto respiratorio, uma das sensagdes mais
descritas por pacientes com DPOC [8,9]. Assim, com o intuito de prevenir a
sensacao de dispnéia, estes pacientes reduzem suas atividades de vida
diaria, o que contribui para o isolamento social, desenvolvimento de
ansiedade e depressao, ocasionando piora do condicionamento fisico e da

qualidade de vida [8].

O diagnostico da DPOC consiste na andlise dos sintomas
apresentados e fatores de risco a espirometria [10]. A relacdo entre volume

expiratorio forcado no primeiro segundo e capacidade vital forgada
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(VEF4/CVF) inferior a 70%, pds- broncodilatador confirma a limitacédo ao

fluxo aéreo [10].

Como dito, a DPOC apresenta comprometimentos sistémicos e nao
restritos apenas ao pulméo, por isso para uma avaliacdo completa de um
individuo com DPOC, ha necessidade de serem realizados testes de
avaliacdo da intolerancia ao exercicio. As limitagdes fisicas funcionais
contribuem significativamente para o prejuizo das atividades fisicas basais,
tais como mobilidade e forca muscular. Portanto, os testes de avaliagdo da
capacidade ao exercicio permitem verificar o grau de disfungéo, a sobrevida,
a presenga de hipoxemia induzida pelo exercicio, como também a

efetividade de um tratamento [11].

Considerando o comprometimento da capacidade pulmonar e sua
implicagao na DPOC observa-se a exploracdo de novos horizontes para o
estudo fisiopatogénico desta disfuncgdo, permitindo a mudanga do enfoque
quase exclusivamente relacionado a fungdo pulmonar para o estudo celular
e bioquimico da doenca [12]. A DPOC é caracterizada como doenca
inflamatdria associada a intensa degradagdo dos componentes da matriz

extracelular (MEC) e fibrose tecidual [13].
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1.2 Enzimas proteoliticas na DPOC

As metaloproteinases da matriz extracelular, conhecidas como MMPs
sdo um dos grupos de enzimas proteoliticas que podem contribuir
significativamente para o desenvolvimento da DPOC, como a migracéo de
células inflamatdrias no pulmao, a remodelagem e a destruigdo do tecido
pulmonar [14,15]. As MMPs sdo também conhecidas como matrixinas, e
pertencem a uma familia de proteases extracelulares responsaveis pela
degradagdo de componentes da matriz extracelular (MEC) durante a
remodelagem do tecido [15,16]. Estas s&o sintetizadas como pro - enzimas
secretadas ou de membrana que apds o processamento, ou seja, clivagem

de um pro-peptideo na por¢cdo N-terminal adquire a forma ativa [17].

As MMPs catalisam componentes protéicos da MEC produzindo
moléculas peptidicas biologicamente ativas, como os peptideos
quimiotaticos [18], que participam do processo inflamatério envolvido na
DPOC, como por exemplo a MMP-12 (Figura 1) [19]. Estas s&o inibidas
seletivamente por inibidores teciduais de metaloproteinases, conhecidos
como TIMPs [20]. Weathington et al. caracterizaram um peptideo
biologicamente ativo, com sequéncia de aminoacidos N-acetyl Pro-Gly-Pro
(PGP), derivado da hidrolise do colageno em pacientes com DPOC, que
induz quimiotaxia de neutréfilos pela via de interacdo com os receptores

CXCR1 e CXCR2 [18].

O N-acetyl-PGP foi recentemente associado a inflamacgao cronica das

vias aéreas na DPOC, pois seus niveis no lavado broncoalveolar sio

Contextualizacéo



significativamente mais elevados em relagdo aos individuos saudaveis [21].
Varios estudos tém demonstrado altos niveis de expressdo da MMPs e
TIMPs, principalmente MMP-9 e TIMP-1, em lavado broncoalveolar de
pacientes portadores de DPOC e asmaticos participando na remodelagem
da matriz extracelular e no processo inflamatério [22,23]. Apesar disso,

outros grupos enzimaticos s&o descritos, como as cisteinoproteinases

(catepsinas) e serinoproteinases (elastases) [22].
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Além dos testes clinicos de campo, ha uma forte tendéncia para a
busca de estratégias alternativas de avaliacdo terapéutica em pacientes
portadores de diferentes disfungdes, como por exemplo, a identificacdo de
biomarcadores especificos. Durante a resposta asmatica, por exemplo, a
ativagdo de mastocitos é mediada por imunoglobulinas do tipo E (IgE) que
proporcionam a liberacdo de mediadores e citocinas, como a prostaglandina
D, (PGD;) e a busca por marcadores especificos de ativagdo de mastdcitos
tem sido objeto de estudo de varios grupos. Estudo realizado em 2004
identificou na urina de individuos com asma brénquica causada por
alergénicos, o metabdlito 11B-PGF, derivado da PGD,, como um provavel
indicador da ativagdo de mastocitos e, possivelmente, indicador da asma
brénquica [24]. Por outro lado, a caracterizagdao dos componentes da saliva
tem aberto perspectivas para a identificacdo de biomarcadores de diferentes
alteragdes morfofisiolégicas [25], pois a coleta de saliva € um método nao-
invasor apresenta muitas vantagens com relagao a outros fluidos bioldgicos,

como por exemplo, soro ou plasma [26].

A saliva é secretada por multiplas glandulas salivares, incluindo
parétida, submandibular, sublingual e, outras glandulas menores presentes
na mucosa oral [27]. Constitui-se basicamente por proteinas e peptideos
produzidos especificamente nas glandulas salivares ou de fonte sistémica

que desempenham fungdes bioldgicas importantes [28].

Com o avanco tecnolégico em gendmica, bioinformatica e protedmica

verificou-se a presenca de marcadores especificos de doengas orais e

Contextualizacéo



sistémicas [29], como é o caso da periodontite e a Sindrome de Sjogren —

doenga auto-imune sistémica [29].

Além da inflamacdo presente nas vias aéreas, ha evidéncias de
inflamacdo sistémica nos pacientes com DPOC, mas a relagao entre
inflamacao local e sistémica ainda €& desconhecida [30,31,32]. Recente
estudo, realizado pelo nosso grupo, demonstrou que o aumento dos niveis
de expressdao da MMP-2 na saliva esta relacionado com o grau de obstrugao
aérea em pacientes com DPOC por estar associada as disfungdes
sistémicas (Santos et al., 2009 — in press [33]). Dessa forma, estes dados
abrem perspectivas para o desenvolvimento de estudos utilizando a saliva,
como fonte de material biolégico para a identificagdo e a caracterizagdo de

possiveis marcadores protéicos e/ou peptidicos especificos da DPOC.
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RESUMO

Objetivos: Avaliar a atividade dos componentes enzimaticos da saliva e as possiveis
correlacdes com os parametros de avaliacdo clinica em pacientes com DPOC.
Métodos: A amostra foi composta por 30 individuos, sendo 20 individuos do grupo
DPOC e 10 do grupo controle. Os parametros clinicos de cada individuo foram
obtidos por espirometria e teste da caminhada dos 6 minutos. A atividade enzimatica
(AE) nas amostras de saliva de cada individuo foi avaliada in vitro, utilizando
substratos fluorescentes com apagamento intramolecular e inibidores sintéticos de
metaloproteinases (EDTA) e serinoproteinases (PMSF). Resultados: Nao se
observou diferencas significantes entre os pacientes com DPOC e saudaveis com
relacdo a AE total ou inibicdo de metaloproteinases e serinoproteinases na saliva. As
analises de correlagdes entre as variaveis da avaliacdo clinica do grupo DPOC e os
ensaios de AE, demonstraram que o VEFI apresentou correlagdo negativa em
relacdo a AE total (p=0,03, r=-0,473) e a inibicdo de metaloproteinases (p=0,02, r=-
0,498). Nao se observou correlagdes entre os parametros avaliados no grupo
controle. Conclusdo: Esses resultados abrem perspectivas para os estudos de cinética
enzimdtica na saliva, utilizando substratos especificos para as enzimas mais

representativas durante a progressdao da DPOC.

Palavras- chave: DPOC, enzimas proteoliticas, saliva.
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ABSTRACT

Objectives: Evaluate the activity of enzymatic components of saliva and possible
correlations with clinical parameters in patients with COPD Methods: The sample
consisted of 30 individuals, 20 individuals with COPD and 10 healthy. The clinical
parameters of each individual were obtained by spirometry and 6 minute walk
distance. Enzyme activity (EA) in saliva samples from each individual was evaluated
in vitro using fluorescent substrates and synthetic inhibitors of metalloproteinases
(EDTA) and serineproteinases (PMSF). Results: There was no significant difference
between patients with COPD and healthy relationship with the AE or total inhibition
of metalloproteinases and serine proteinases in saliva. Correlations analysis between
variables Person of the clinical evaluation of COPD and the AE tests showed that the
FEV1 correlated negatively to total EA (p = 0.03, r =- 0.473) and inhibition of
metalloproteinases (p = 0.02, r =- 0.498). There was no correlation between the
parameters evaluated in the control group. Conclusion: These results open
perspectives for studies of enzyme kinetics in saliva, using specific substrates for

enzymes most representative during the progression of COPD.

Keywords: COPD, proteolytic enzymes, saliva.
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INTRODUCAO

A doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) ¢ uma doenga pulmonar
cronica, geralmente causada pela inalagdo da fumaga de cigarro, resultando
alteragdes irreversiveis nas vias aéreas (Celli et al., 1995). O paciente portador de
DPOC diminui sua atividade fisica global devido a reducdo da fung¢do pulmonar, que
¢ traduzida por dispnéia e a percepcdo de cansaco ao realizar qualquer forma de
esforco fisico. O progressivo descondicionamento fisico associado a inatividade da
inicio a um circulo vicioso, em que a piora da dispnéia se associa a esfor¢os fisicos
cada vez menores, com grave comprometimento da qualidade de vida (Celli &
Barnes, 2007).

A inflamacdo sistémica e a disfuncdo muscular esquelética também
caracterizam os efeitos sistémicos da DPOC. A evidéncia de inflamacgao sistémica
inclui presenca de estresse oxidativo sistémico, concentracdes alteradas de citocinas
circulantes e ativagdo das células inflamatorias (Sauleda et al., 2000). A disfungéo
muscular esquelética inclui a perda progressiva de massa muscular e a presenca de
varias anomalias bioenergéticas. Tais efeitos sistémicos possuem conseqiiéncias
clinicas importantes, pois contribuem para a limitacio da capacidade fisica do
paciente e, dessa forma, para o declinio da condi¢do de satde na DPOC (American
Thoracic Society,1999).

Considerando o comprometimento da capacidade pulmonar e suas
implicagdes na DPOC observam-se a exploragdo de novos horizontes para o seu

estudo fisiopatogénico, permitindo uma mudanga do enfoque quase exclusivamente
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relacionado a fun¢do pulmonar para o estudo celular e bioquimico da doenca (Hogg
et al., 2004). A DPOC vem sendo caracterizada como doenca inflamatéria associada
a intensa degradacdo dos componentes da matriz extracelular (MEC) e fibrose
tecidual (Abboud et al., 2008; Lagente et al., 2005).

As metaloproteinases da MEC (MMPs) contribuem para o desenvolvimento
da DPOC, proporcionando a migracdo de células inflamatorias no pulmado, a
remodelagem e destruigdo do tecido pulmonar (Demedts et al., 2005; Russel et al.,
2002a). As MMPs ou também conhecidas como matrixinas, € pertencem a uma
familia proteases extracelulares responsaveis pela degradacdo de componentes da
MEC durante a remodelagem do tecido (Parks & Shapiro, 2001). Estas sdo
sintetizadas como pro - enzimas secretadas ou de membrana que apds o
processamento, ou seja, clivagem de um pro-peptideo na por¢ao N-terminal adquire
a forma ativa (Parks & Shapiro, 2001). As MMPs catalisam componentes protéicos
da MEC produzindo moléculas peptidicas biologicamente ativas que participam do
processo inflamatdrio envolvido na DPOC (Weathington et al., 2006).

Essas enzimas sdo seletivamente inibidas por inibidores teciduais de
metaloproteinases, conhecidos como TIMPs (Cataldo et al., 2000; Beeh et al., 2003).

Além das metaloproteinases, outros grupos de enzimas proteoliticas também
sdo descritos na patogénese da DPOC, como as cisteinoproteinases (catepsinas) e
serinoproteinases (elastases) (Barnes, 2004; Chapman & Guo-Ping Shi, 2000).0
papel das catepsinas na DPOC ainda ¢ desconhecido, porém foi observado o
aumento nos niveis de expressdo da catepsina L em lavado broncoalveolar de
pacientes portadores de Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (Takeyabu et al.,

1998) e também macrofagos alveolares entre os individuos que eram fumantes
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(Russel at al., 2002b). Da mesma forma, os niveis de expressdo da elastase de
neutrofilo (elastase-2) também é maior em DPOC (Betsuyasku at al., 2000).

Além dos testes clinicos de campo para a avaliagdo do grau de
comprometimento da capacidade pulmonar funcional em pacientes com DPOC, ha
uma forte tendéncia para a busca de estratégias alternativas de avalia¢do terapéutica
em pacientes portadores de diferentes disfungdes, visando a identificacdo de
biomarcadores especificos. Com isso, a caracterizacdo dos componentes da saliva
tem aberto perspectivas para a identificacdo de biomarcadores de diferentes
alteragdes morfofisioldgicas, pois a coleta de saliva ¢ um método ndo-invasivo e
oferece vantagens com relagdo a outros fluidos biologicos, como por exemplo, soro
ou plasma (Soo-Quee et al., 2007). Desta forma, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a atividade enzimatica (AE) das metaloproteinases e
serinoproteinases na saliva de pacientes com DPOC e suas correlagdes com os

parametros da prova de funcdo pulmonar.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi previamente aprovado pelo comité de ética da instituicdo
(protocolo nimero 209821/08). Voluntarios com DPOC que aguardavam ingresso no
Programa de Reabilitacdo Pulmonar do Ambulatério de Fisioterapia (grupo DPOC) e
individuos saudéveis, provenientes da Associacdo SOS familia Sdo Geraldo (grupo
controle), participaram desse estudo. O diagndstico da doenca foi baseado nos
critérios estabelecidos pela Sociedade Americana do Toérax (ATS). Os pacientes
apresentavam doenca estavel, sugerida por auséncia de modificacdo nas medicacdes

nas ultimas quatro semanas. Individuos com doenca cardiaca isquémica, intervengao
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cirirgica recente ou a participacdo em programas de reabilitacdo pulmonar foram
excluidos. O grupo controle foi constituido por individuos saudaveis, que nunca
fumaram, com espirometria normal, sem historia de doengas respiratorias, de ambos
os géneros e com faixa etaria compativel com o grupo DPOC, para fins de analise
comparativa. Todos os participantes do estudo assinaram o termo de consentimento

livre e esclarecido.

Avaliacdo da prova de funcéo pulmonar

Os individuos de ambos os grupos foram submetidos ao teste de funcdo
pulmonar através do espirdmetro da marca MedGraphics®, conforme as diretrizes da
Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia. Os parametros Capacidade Vital
Forcada (CVF), Volume Expiratério For¢cado no primeiro segundo (VEF)), relacao
VEF,/CVF, Fluxo Expiratério For¢ado entre 25-75% da CVF (FEF 25-75 %) e
Fluxo Expiratorio For¢ado Méximo (FEF Max.) foram mensurados. Considerou-se a
melhor curva de trés manobras nesses testes e os resultados foram apresentados em
porcentagem do previsto (% prev.).

Ainda, foram submetidos a avaliagdo de desempenho, de acordo com o
protocolo do Teste da caminhada de seis minutos (TC6”).

Dois testes foram realizados no mesmo dia, com intervalo de 1 hora entre
ambos, sendo registrado o maior valor para andlise. O teste foi desenvolvido em um
corredor com 30 metros, marcado a cada metro. A cada minuto foi dado estimulo
verbal e padronizado pelo examinador conforme guia da Sociedade Americana do
Térax (ATS). Foram mensuradas, no repouso e ao final do teste, a freqiiéncia

cardiaca, freqiiéncia respiratdria, saturacdo de oxigénio pelo oximetro de pulso,
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pressdo arterial e escores para sensa¢do de dispnéia e fadiga de membros inferiores,
através da escala modificada de percep¢do de esfor¢o de Borg. O trabalho

metabolico foi calculado pela distancia percorrida (m) em seis minutos.

Coleta e processamento das amostras de saliva

As amostras foram coletadas entre 8h as 11h30 da manha para minimizar os
efeitos da variagdo diurna de acordo com os dados descritos na literatura (Hu et al.,
2007). As amostras foram coletadas (~5 ml) diretamente em tubos apropriados
(SALIVETTE®) e centrifugadas (946 x g) a 4°C por 10 min. Apoés, foram
transferidas com o auxilio de uma pipeta para um tudo de microcentrifuga e
novamente centrifugadas (10000 x g) a 4°C por 10 min. Os sobrenadantes foram
reservados em novo tubo e armazenados em freezer -70°C até o momento da analise.
A dosagem de proteinas de cada amostra foi realizada pelo método de Bradford
(Pierce Biotechnology, Inc., EUA). A soroalbumina bovina (BSA — Calbiochem,
EUA) foi usada como padrao de referéncia. A leitura das amostras foi feita em leitor
de placas de ELISA (Multiskan EX, Labsystems, Finldndia) e a absorbancia

determinada no comprimento de onda de 540 nm.
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Analise da AE utilizando substratos fluorescentes com apagamento
intramolecular de fluorescéncia

Os ensaios de AE foram realizados em espectrofluorofotometro (Victor 3,
Perkin Elmer, MA, USA), utilizando placas de 96 pocos, ajustado para leitura de
excitacdo e emissdo 320 e 420 nm, respectivamente. A temperatura da reagdo foi
mantida a 37°C em compartimento termoestabilizado, sob agitacdo, com o consumo
de substrato inferior a 10% (velocidades iniciais de hidrolise). As reagdes foram
padronizadas utilizando dois substratos diferentes (Abz-FRSSRQ-EDDnp e Abz-
GGFLTSQ-EDDnp) para identificar o substrato mais adequado em relacdo a
atividade de hidrolise. Ainda, foi realizado outro teste para determinar a quantidade
protéica a ser utilizada em todos os ensaios enzimaticos.

Os ensaios foram realizados incubando-se diferentes concentragdes de
proteinas para cada amostra em tampao PBS (NaCl 137 mM, Na,HPO, 8,1mM, KCl
2,7 mM e KH,PO4 1,5 mM, pH 7,2) com os dois substratos para o volume final de
100 pL. Em cada pogo foi adicionado o substrato em um canto € no outro a amostra.
Por ultimo, o tampdo foi adicionado no meio do pogo, para facilitar a
homogeneizagdo dos componentes da reagdo. Em seguida, o aumento da
fluorescéncia foi monitorado no espectrofluorofotdometro e os respectivos valores de
unidade de fluorescéncia (UF) foram quantificados a cada um minuto.

Para avaliar atividade das diferengas de metaloproteinases e serinoproteinases
nas amostras, os ensaios de cinética foram delineados com a utilizacdo de inibidores
comerciais sitio-dirigidos, EDTA (acido etileno diamino tetra-acético) e PMSF
(fluoreto de fenilmetilsulfonila), respectivamente. Esses ensaios foram padronizados
com a adi¢do de diferentes concentragdes de cada inibidor. Todas as analises

cinéticas foram realizadas em triplicata. Os valores foram expressos em atividade
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especifica dividindo-se o valor da velocidade de hidrélise do substrato (fluorescéncia

por minuto) pela concentra¢ao de proteina utilizada no experimento (UF/min/pg).

Analise estatistica

A distribuigdo paramétrica obtida na avalia¢do clinica foi sumarizada por
média e desvio padrao (DP). Para comparacdes entre os dois grupos utilizamos o
Teste-t Student ndo pareado. A andlise de variancia foi utilizada para comparacdes
intergrupos ¢ as diferengas quando identificadas utilizou-se o teste pos hoc Tukey.
Correlagoes entre a AE e dados espirométricos foram avaliados a partir do teste de

Correlagdo de Pearson. O nivel de significancia estatistica foi de p<0,05

RESULTADOS

Caracteristicas da populagdo estudada

A populagdo estudada foi composta por 30 individuos, sendo 20 individuos
do grupo DPOC (13 homens) e 10 individuos (4 homens) do grupo controle, sem
diferengas entre os ambos os grupos (Tabela 1). Todos os pacientes avaliados no
grupo DPOC eram ex-tabagistas e no grupo controle ndo houve relatos de tabagismo.
O tempo de fumo no grupo DPOC foi avaliado em 48,53 £+ 21,09 anos ¢ a relagdo
anos/maco foi de 52,07 + 41,03 (Tabelal).

Todos os pacientes do grupo DPOC apresentaram limitacdo ao fluxo aéreo
(moderada a grave), sendo a diferenca entre os grupos altamente significante para o
VEF, e para a relacdo VEF,/CVF. Entretanto, ndo houve diferengas entre os grupos

para a CVF (%prev.) e no IMC entre os grupos estudados (Tabela 2). No TC6’
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verificou-se que os pacientes com DPOC apresentaram a média da distancia

percorrida inferior em relacdo aos individuos saudaveis (p<0,05).

Padronizacéao dos ensaios de AE com as amostras de saliva

Inicialmente, realizou-se um teste para verificar as possiveis interferéncias do
tampao PBS nos ensaios enzimaticos. Dessa forma, garantir que o aumento da
fluorescéncia fosse apenas pela acdo das enzimas presentes nas amostras. Nesses
ensaios verificou-se que UF da mistura contendo a mesma quantidade dos substratos
e do tampao PBS ndo sofreu alteragdes com o passar do tempo, indicando que o
tampao ndo interferiu na estabilidade molecular para emissdo da fluorescéncia
(dados ndo demonstrados).

A figura 1 representa as curvas de hidrdlise do substrato Abz-FRSSRQ-
EDDnp (Figura 1A) e Abz-GGFLTSQ-EDDnp (Figura 1B), utilizando a
concentragdes protéicas de 5 pg das amostras de saliva de dois pacientes com DPOC
e dois sauddveis. Observou-se que a concentracdo de 5 pg de cada amostra
proporcionou a hidrélise do substrato pelo aumento da emissao da fluorescéncia sem
o consumo total do substrato em nenhum dos casos, ou seja, inferior a 10%. Esses
ensaios demonstraram a correlacdo linear entre os pontos com o aumento da
fluorescéncia para todas as amostras testadas, indicando que a concentragdo de 5 ug
foi a mais adequada. Por outro lado, a andlise de hidrélise com o substrato Abz-
GGFLTSQ-EDDnp demonstrou que o incremento na fluorescéncia ndo foi
observado, indicando que as proteases presentes nas amostras de saliva ndo

reconheceram esta seqiiéncia como substrato putativo (Figura 1B). Sendo assim, o
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substrato selecionado para realizar todos os ensaios foi 0 Abz-FRSSRQ-EDDnp na

concentragdo de SuM com Spg (Figura 1A).

Analise da AE nas amostras de saliva

Esses ensaios foram realizados com 30 amostras de saliva de individuos,
sendo 20 de individuos do grupo DPOC e 10 individuos ao grupo controle. A analise
dos valores de atividade especifica encontradas entre os grupos DPOC e saudaveis
apresentou a média de 144,15 UF/min/pg e 143,14 UF/min/pg, respectivamente. Ao
comparar os valores de AE apresentada pelos dois grupos ndo se observou diferengas

estatisticamente significantes (Figura 2).

Ensaios de cinética enzimatica com inibidores sitio-dirigidos: EDTA e PMSF

As diferentes concentra¢des de EDTA testadas (50, 100 e 200 mM) causaram
reducdo da AE das amostras, mas verificou-se que a concentragdo de 200 mM foi a
mais efetiva (dados ndo demonstrados).

Os ensaios com PMSF também foram padronizados da mesma forma que os
ensaios realizados com o EDTA. Esses ensaios foram realizados com quatro
concentragdes diferentes de PMSF que variaram de 10 a 0,5 mM com o tempo
variando de 15 a 30 minutos e a pré-incubagdo sendo realizada a 37°C ou a
temperatura ambiente.

Verificou-se que a concentracdo de PMSF 0,5 mM em tampao PBS por 15

minutos a temperatura ambiente com 5Sug de proteina e 5 uM do substrato Abz-
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FRSSRQ-EDDnp foi a condicdo mais favoravel para realizar esses os ensaios de
inibi¢do (dados nao demonstrados).

Nesses ensaios verificou-se reducdo da AE de metaloproteinases nos grupos
DPOC e saudaveis, mas as diferengas ndo foram estatisticamente significativas entre
os grupos (Figura 3). Por outro lado, o PMSF inibiu significativamente a AE de
serinoproteinases nos dois grupos (p<0,05) em relacdo a atividade total. As médias
de inibigdo por PMSF entre os dois grupos foram 64,74% para o grupo DPOC e
61,50% para o grupo controle (Figura3). Além disso, nas andlises de correlagdes
entre as varidveis da avaliagdo clinica da populacdo e os ensaios de AE, demonstrou
que o FEV; apresentou correlagdo negativa em relacdo a AE total e a inibicdo de
metaloproteinases na saliva de individuos com DPOC (Tabela 3). Por outro lado, nao

se observou correlagdes entre os parametros avaliados no grupo controle (Tabela 3).

DISCUSSAO

As enzimas proteoliticas sdo encontradas ubiquamente em todos os tecidos e
fluidos biologicos dos seres vivos e participam do ciclo de vida das proteinas e

peptideos. A clivagem proteolitica nas ligagdes peptidicas € uma das mais freqiientes
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e importantes modificagdes enzimaticas (Neurath, 1989). A utilizacdo de peptideos
sintéticos tem adquirido cada vez mais importancia por serem utilizados em estudos
de estrutura e fungdo de enzimas proteoliticas e receptores, desenvolvimento de
inibidores peptidicos ou superagonistas de alta seletividade, obtengdo de
polipeptideos ativos (ocitocina, LHRH), entre outros (Rawlings et al., 2008).

Os substratos com apagamento intramolecular de fluorescéncia utilizados
nesse estudo apresentam no amino grupo N-terminal do peptideo o radical
fluorescente acido orto-aminobenzdico (Abz) e no grupo carboxila terminal o
apagador da fluorescéncia N-(2,4-dinitrofenil)-etilenodiamina (EDDnp), que
permitem o monitoramento direto, em espectrofluorimetro, da velocidade de
hidrélise dos substratos (Chagas et al., 1995). Enquanto a cadeia peptidica estiver
integra e estes dois grupos estiverem relativamente proximos, a fluorescéncia do
composto serd baixa. A partir do momento em que estes grupos sdo afastados, por
exemplo, por uma clivagem enzimatica em algum ponto da cadeia, a transferéncia de
energia de um grupo ao outro deixa de ocorrer e a fluorescéncia da solugdo aumenta
significativamente (Chagas et al., 1995).

Como se trata de um aumento proporcional ao numero de moléculas
peptidicas clivadas, o indice de variagdo de fluorescéncia da solu¢do ¢ uma medida
direta da velocidade de hidrolise que pode ser utilizado para determinagdo das
constantes cinéticas desta interagdo enzima-substrato. Dessa forma, considerando a
eficacia de avaliacdio da AE utilizando substratos com fluorescéncia apagada
intramolecularmente, selecionou-se essa estratégia para avaliar a AE total de dois
grandes grupos enzimdticos (metaloproteinases e serinoproteinases) na saliva de
pacientes com DPOC e saudaveis. Nesses ensaios foram estabelecidas as condig¢des

experimentais para determinar a atividade proteolitica utilizando substratos
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fluorescentes e inibidores sitio-dirigidos, como o0 EDTA e PMSF, com o objetivo de
avaliar os niveis enzimaticos relativos as proteases das classes das metaloproteinases
e serinoproteinases.

O substrato Abz-FRSSRQ-EDDnp foi inicialmente desenhado para estudos
de calicreinas teciduais sendo andlogo ao cininogénio na por¢do C-terminal que
contém a bradicinina (Chagas et al., 1991). Por outro lado, este substrato demonstrou
ser amplamente hidrolisado por outras serinoproteinases da familia da
quimotripsina/tripsina, incluindo trombina e plasmina. Hé4 relatos também de que
este substrato ¢ hidrolisado por varias metaloproteinases e cisteinoproteases
(Rawlings et al., 2008). Apesar desse substrato ser considerado universal para o
estudo da AE total, o substrato Abz-GGFLTSQ-EDDnp também foi testado nas
mesmas amostras de saliva, por ser mais especifico para o grupo das
metaloproteinases (Rawlings et al., 2008). Porém, este substrato que ¢ analogo as
cadeias a e B da hemoglobina, ndo demonstrou ser hidrolisado pelas peptidases da
saliva e, portanto, o peptideo Abz-FRSSRQ-EDDnp foi selecionado para avaliar a
AE de metoloproteinases e serinoproteinases.

Nos individuos saudaveis, as diferentes metaloproteinases desempenham suas
fungdes dentro de um equilibrio rigido entre ativagdo, em geral pelo processamento
proteolitico de zimdgenos por serinoproteinases, € inibi¢ao seletiva pelos diferentes
TIMPs. Acredita-se que um desequilibrio entre ativagdo e inibigdo, em favor da
ativacdo destas enzimas, desempenhe um papel importante no estabelecimento de
patologias (Hoekstra et al., 2001).

Na Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica, tém se observado altos niveis de
expressao das MMPs no lavado broncoalveolar e no soro, que catalisam

componentes protéicos da MEC, acentuando o processo inflamatorio (Weathington
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et al., 2006; Kang et al.,2003; Lee et al., 2001; Kelly et al., 2000; Lemjabbar et al.,
1999). Lowrey et al (2008) verificaram que o aumento dos niveis de expressdo da
MMP-9 nao reflete a AE total no lavado broncoalveolar de pacientes com DPOC. Da
mesma forma, no presente estudo ndo se observou diferencas com relagdo AE total
na saliva de pacientes com DPOC em relagdo ao controle, sugerindo que a analise
deve ser realizada com substratos especificos para os diferentes grupos enzimaticos
que participam da degradacao do tecido pulmonar.

Nosso grupo demonstrou que o aumento dos niveis de expressdio da MMP-2
na saliva em pacientes com DPOC se correlacionou negativamente com o0s
parametros VEF; e VEF,/CVF de obstrucao aérea (Santos et al., 2009 — in press).
Com isso, os niveis de MMPs elevados no grupo DPOC pode nao refletir a AE total
na saliva, pois essas enzimas poderiam ser inibidas pelo TIMP-1, que estariam
também aumentados nos pacientes com DPOC, como ja descrito na literatura
(Cataldo et al., 2000; Beeh et al., 2003).

Apesar de ndo identificar diferengas entre o grupo controle e DPOC, as
analises de correlagcdes entre os pardmetros de avaliagdo clinica e os ensaios de
cinética enzimatica, indicaram que os niveis de AE total e a inibi¢do de
metaloproteinases pelo EDTA, se correlacionaram negativamente com o parametro
da prova de fungdo pulmonar VEF; somente no grupo DPOC. Esses resultados
levantam indicios de que quanto maior for o grau comprometimento na DPOC,
menor ¢ o desempenho na avaliacdo da capacidade funcional pulmonar associado ao
aumento da atividade de metaloproteinases na saliva desses individuos.

As cisteinoproteinases (catepsinas) e serinoproteinases (elastases) também
tém sido relatadas na patogénese da DPOC (Barnes, 2004; Chapman & Guo-Ping

Shi, 2000; Takeyabu et al., 1998; Russel at al., 2002). Por outro lado, nos ensaios de
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inibigdo com PMSF, como observado nos ensaios com EDTA, a AE de
serinorpoteinases nos pacientes com DPOC ndo foi significante entre os grupos
estudados, mas observou-se a redugdo estatisticamente significante (p<0,001) em
relacdo a AE total no grupo DPOC e controle, sugerindo que as serinoproteinases sao
mais ativas em relagdo as metaloproteinases.

Relatou-se ainda, a grande variabilidade da atividade entre as amostras nos
dois grupos experimentais, sendo que nos pacientes com DPOC foi superior em
relacdo ao grupo de individuos saudaveis. Antes de realizar a coleta de saliva,
fisioterapeutas e enfermeiros da Clinica de Reabilitacio Pulmonar foram
devidamente treinados. Os individuos foram orientados para realizar a coleta de
saliva e, em seguida, realizaram as manobras necessarias para a avaliacdo clinica e
identificagdo do grau de comprometimento da disfun¢ao. Durante o procedimento de
coleta da saliva foi relatado que os pacientes com DPOC apresentaram dificuldades
de salivagdo para obter o volume desejado de amostra. Vale ressaltar, que ndo foram
identificados relatos na literatura de que pacientes com DPOC possuem dificuldades
de salivagdo e merece investigacdes futuras para identificar sua associagdo com o0s
aspectos fisiopatoldgicos da doenca.

A estratégia de coleta foi padronizada de acordo com os protocolos
amplamente utilizados, assim como, as condi¢des de armazenamento e quantificagdo
protéica das amostras. Os procedimentos de coleta e condigdes de armazenamento
ndo explicariam, provavelmente, as variacdes observadas nos ensaios de cinética
enzimatica, pois tem sido observado que a atividade gelatinolitica das amostras por
ensaios de zimografia, ndo apresentaram diferencas entre as amostras recentemente

coletadas e as que foram congeladas e descongeladas (comunicagdo pessoal).
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Entretanto, um fator que explicaria essa variacdo poderia ser a propria variabilidade
natural intra-especifica de cada individuo.

Em sintese, os resultados apresentados nesse estudo indicam que a andlise de
cinética enzimatica utilizando substratos fluorescentes pode ndo ser uma estratégia
eficaz para avaliar a atividade de metaloproteinases e serinoproteinases na saliva,
utilizando inibidores comerciais como PMSF e EDTA. Entretanto, as analises de
correlacdes entre os parametros de avaliagdo clinica e os ensaios de cinética
enzimatica demonstraram que o nivel de atividade de metaloproteinases na saliva
parece estar associado ao grau de comprometimento da capacidade funcional
pulmonar em individuos com DPOC. Esses resultados abrem perspectivas para
caracterizagdo das enzimas proteoliticas mais representativas na fisiopatologia da

DPOC, utilizando substratos especificos para essas enzimas.
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Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes com DPOC e individuos saudaveis

(Controle). Dados estao expressos como média e desvio padrao (DP), exceto quando

nao foi possivel. DPOC: Doenga pulmonar obstrutiva cronica.

Caracteristicas da populagéo

DPOC CONTROLE
Média + DP Média + DP ®)

Individuos (n) 20 10 -
Idade (anos) 71,10 £9,17 70,80 +£9,72 0,91
Homens 13 4 -
Tabagistas 0 0 -
Ex-tabagistas 20 0 -
Anos/maco 48,53 + 21,09 - -

52,07 + 41,03 - -

Tempo de fumo
(anos)
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Tabela 2. Avaliacédo clinica dos pacientes com DPOC e saudaveis (Controle).
Dados foram expressos como média e desvio padrdo, exceto quando ndo foi possivel.
As andlises estatisticas foram realizadas com o Teste t ndo pareado. DPOC: Doenga
pulmonar obstrutiva cronica; VEF;: Volume expiratorio forcado no primeiro

segundo; CVF: Capacidade vital forgada; % prev.: % do previsto;; *p<0,05.

Parametros clinicos da populacéo estudada

DPOC CONTROLE
Valor (p)
Média + DP Média = DP

Individuos (n) 20 10 -
VEF1/CVF(% prev.) 47,40 + 12,38 81,60 + 7,66 0,001*
VEF1(% prev.) 52,55+ 13,94 115,70 £18,68 0,001*
CVF(% prev.) 88,85+ 4,51 102,6 + 4,33 0,063
TC6’ 4547 + 98,75 552,+ 142 0,029
IMC 25,93 £4,56 27,67 £ 3,83 ns
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Figura 1. Representacdo dos ensaios de padronizacdo da AE em relagdo a
concentracdo proteica das amostras 1 e 2 (pacientes com DPOC) e 28 e 29
(individuos saudaveis). Os ensaios foram realizados com 5 pg de proteina de cada
amostra e 5 pM do substrato Abz-FRSSRQ-EDDnp (A) ou Abz-GGFLTSQ-EDDnp

(A). DPOC: Doenca pulmonar obstrutiva cronica.
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Figura 2. Avaliacdo da AE na saliva de pacientes com DPOC e individuos
saudaveis (Controle). Os ensaios foram realizados com 5ug de proteinas de cada
amostra € 5 pM do substrato Abz-FRSSRQ-EDDnp. Os resultados foram expressos

como mediana e desvio padrao (DP). DPOC: Doenga pulmonar obstrutiva cronica;

ns: ndo significativo.
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Figura 3. Efeitos inibitérios da AE na saliva de pacientes com DPOC e
individuos saudaveis (Controle) pelo EDTA e PMSF. Os ensaios foram realizados
com 5ug de proteinas de cada amostra, 5 uM do substrato Abz-FRSSRQ-EDDnp e
EDTA 200 mM ou PMSF 0,5 mM. Os resultados foram expressos como mediana ¢

desvio padrao (DP). DPOC: Doenga pulmonar obstrutiva cronica; *p<0,05.
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Analises de correlacéo.

AE EDTA PMSF
Parametros Controle  DPOC Controle DPOC Controle DPOC
ver D 0,70 0,03* 0,71 0,02* 0,81 0,58
! r (0,136)  (-0,473) (-0,132)  (-0,498) (0,085)  (-0,129)
p 0,63 0,22 0,64 0,46 0,17 0,70
VEF1/CVF
r (0,172)  (-0,473) 0,166)  (0,173) (-0,468)  (0,908)
D 0,15 0,15 0,74 0,15 0,23 0,22
CVF
r (0,488)  (-0,335) (0,185)  (-0,330) (0,411)  (-0,282)
ce D 0.85 0.43 0,47 0,40 0,95 0.47
r (-0,067)  (-0,189) (-0,225)  (-0,195) (-0,019)  (0,170)

Tabela 3. Relagdo entre os parametros de avaliacdo clinica, espirometria e
TC6” e a AE na auséncia ou presenca de inibidores de metaloproteinases e
serinoproteinases (EDTA e PMSF, respectivamente). As analises de correlagao de
Pearson indicaram que a AE e a inibi¢do de metaloproteinases estdo negativamente
relacionada com o grau de obstru¢ao aérea, VEF,. VEF;: Volume expiratério
forcado no primeiro segundo; CVF: Capacidade vital forcada; r: coeficiente de

correlagdo; *p<0,05
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3 CONSIDERACOES FINAIS




No presente estudo foram estabelecidas as condicbes experimentais
para determinar a atividade proteolitica utilizando substratos fluorescentes
Abz-FRSSRQ-EDDnp e inibidores sitios-dirigidos, como o EDTA e PMSF,
com o objetivo de avaliar os niveis enzimaticos relativos as proteases das
classes das metaloproteinases e serinoproteinases. Entretanto, ndo se
observou diferengas significantes entre os pacientes com DPOC e
saudaveis com relacdo a AE total ou inibicdio de metaloproteinases e
serinoproteinases na saliva. Por outro lado, as analises de correlagdes entre
as variaveis da avaliagao clinica do grupo DPOC e os ensaios de AE,
demonstraram que o FEV1 apresentou correlagdo negativa em relagédo a AE
total (p=0,03, r=-0,473) e a inibigdo de metaloproteinases (p=0,02, r=-0,498).
Assim, os resultados apresentados nesse estudo indicam que a analise de
cinética enzimatica utilizando substratos fluorescentes inespecificos e
inibidores comerciais pode n&o ser uma estratégia eficaz para avaliar a
atividade de metaloproteinases e serinoproteinases na saliva. Entretanto, ha
indicios de que o nivel da atividade de metaloproteinases na saliva parece
estar associado ao grau de comprometimento da capacidade funcional
pulmonar em individuos com DPOC. Esses resultados abrem perspectivas
para caracterizacdo das enzimas proteoliticas na saliva, mais
representativas na fisiopatologia da DPOC, utilizando substratos especificos

para os diferentes tipos enzimaticos.
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5 APENDICES




6.1. Termo de Consentimento para Participacdo em Pesquisa Clinica:

Titulo do projeto de pesquisa: CARACTERIZACAO ENZIMATICA DA SALIVA DE PACIENTES
PORTADORES DE DOENCA PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA (DPOC) E SUA CORRELACAO
CLINICO-FUNCIONAL PELA PROVA DE FUNGAO PULMONAR

Essas informacdes estdo sendo fornecidas pela fisioterapeuta Juliana Gerunda Basso (aluna do
mestrado em Ciéncias da Reabilitagdo da Universidade Nove de Julho) e pelo Prof. Dr. Carlos A. Silva,
para sua participacdo voluntaria neste estudo, que visa correlacionar a atividade enzimatica e
expressao das MMPs na saliva de pacientes com doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC). Esta
pesquisa contribuird para avaliacdo da DPOC a partir da identificacdo de moléculas indicadoras da
disfungdo, presentes na saliva, permitindo melhor avaliar a efetividade dos programas de
reabilitacdo.

I- O ambulatério de fisioterapia da Universidade Nove de Julho tem como um dos
objetivos a assisténcia a saude, com um programa de reabilitagdo pulmonar para
pacientes com doenca pulmonar cronica, e também de fazer pesquisa.

11- Ao entrar em nosso estudo, vocé sera avaliado, realizando inicialmente uma entrevista,
para coletarmos seus dados pessoais, habitos de vida, medica¢des que utiliza e a
histéria de sua doenca. Apds esta entrevista, vocé serd levado para uma sala onde
iremos pesa-lo e medi-lo, em seguida, vocé realizard uma avaliacdo do ponto de vista
respiratério. Vocé deverd soprar e puxar o ar com toda a forca num aparelho através
de um bucal para medir a sua capacidade pulmonar. Para avaliarmos sua capacidade
fisica, vocé realizara o teste da caminhada dos seis minutos. Neste exame vocé devera
andar o mais rapido possivel, sem correr, em um corredor plano, com 30 metros. Uma
fisioterapeuta ira medir seu batimento cardiaco, quantas vezes vocé estd respirando
em um minuto, a pressdo arterial e o oxigénio, antes, durante e ao final do teste
(através de um aparelho posicionado em seu dedo indicador). Durante o teste vocé vai
sentir um aumento na capacidade de respirar e podera sentir cansaco nas pernas. Estes
sintomas vdo melhorando e desaparecem depois que o teste termina. A Ultima etapa
da avaliacdo é a coleta da saliva. Para coletar a saliva vocé sera orientado a realizar um
enxagie na boca, com agua, e em seguida deverd acumular saliva na boca e cuspir em
um tubo apropriado para o exame. Tal procedimento ndo causa quaisquer riscos ou
desconforto.

- Os dados destas avaliagdes serdo analisados e utilizados para estudos/pesquisa, ndo
sendo divulgada a sua identificacdo.

IV- Em qualquer etapa deste estudo vocé terad acesso aos profissionais responsaveis para o
esclarecimento de suas duvidas quanto aos procedimentos realizados. Os
pesquisadores assumem o compromisso de proporcionar informacdo atualizada obtida
durante o estudo ainda que esta possa afetar a vontade do individuo em continuar
participando. Os principais responsdaveis sdao os pesquisadores Prof. Dr. Carlos A. Silva e
a fisioterapeuta Juliana Gerunda Basso, os quais podem ser encontrados nos telefones:
3665-9000 ou 9104-0992.
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VI-
VII-
VIII-

Eu

E garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento deste
estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento.

Os dados obtidos em suas avaliagGes serdo mantidos em sigilo, isto é, em segredo.
Os resultados obtidos, tanto positivos quanto negativos, serao discutidos com vocé.

Ndo havera despesas pessoais em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também ndo ha compensacdo financeira relacionada a sua participacéo,
incluindo despesas com eventuais deslocamentos.

A pesquisa sera desenvolvida no Ambulatério de Fisioterapia da Universidade Nove de
Julho - UNINOVE/ Memorial da América Latina, localizada a Avenida Doutor Adolfo
Pinto, 109. Sdo Paulo-SP.

CONSENTIMENTO POS - INFORMAGAO:

, acredito ter sido suficientemente

informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o

estudo: “ Caracterizagdo enzimatica da saliva de pacientes portadores de doenga pulmonar

obstrutiva cronica (DPOC) e sua correlagdo clinico- funcional da prova de fungdo pulmonar”.

Eu discuti com a fisioterapeuta Alecsandra A. dos Santos sobre a minha decisdo em participar

deste estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do trabalho, os exames que

serdo realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de

esclarecimentos constantes. Ficou claro também que a minha participacdo é isenta de despesas

e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo

voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar meu consentimento a qualquer

momento, antes ou durante a realizagdo do mesmo, sem penalidades prejuizo ou perda de

qualquer beneficio que possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste servico.

Data:_ / /

Assinatura do (a) paciente/ representante legal

Data:_ / /

Assinatura da testemunha

Declaro que obtive, de forma apropriada e voluntaria, o Consentimento Livre e Esclarecido do
(a) paciente ou do seu representante legal Sr

(a)

para a participacdo dele (a) neste estudo.
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6.2. Formularios de Avaliacéo Clinica

FICHA DE TRIAGEM DATA: _/
1) IDENTIFICAGAO
NOME:
IDADE: SEXO: [ M 0 F
ETNIA: [Jbranca [l negra [Jamarela [1vermelha

NACIONALIDADE:

NATURALIDADE:

ENDERECO:

CIDADE:

UF:

PROFISSAO:

ESCOLARIDADE:

NAO ALFABETIZADO [

12 GRAU L COMPLETO

J INCOMPLETO

ACOMPANHANTE:

FONE CONTATO:

2) HISTORIA TABAGICA

[1NAO TABAGISTA

LI TABAGISTA

[] EX-TABAGISTA

MACOS POR ANOS

MACOS POR DIA

FUMA HA MESES

CONVIVENCIA COM FUMANTES: 0

SIM
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HMP:

HMA:

MEDICAGAO EM USO:

NOME

INDICACAO

DOSE

DIAGNOSTICO:

ASSINATURA DO PACIENTE

Apéndices
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6 ANEXOS




6.1 Parecer do CoEP

UN‘NOVE Comité de Etica em Pesquisa — CoEP — UNINOVE
@ ® ® @ @  Av- Francisco Matarazzo, 612 — Prédio C — Térreo

Universidade Nove de Julhg  COmitedeetica@uninove.br

Protocolo de Pesquisa referente ao Projeto n® niimero da folha de rosto 209812/08

Titulo do Projeto: Caracterizaciio enzimatica da saliva de pacientes
portadores de Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) e
sua correlacéio clinico-funcional pelo indice BODE.

| Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto da Silva |

Aluno: Alecsandra Aparecida dos Santos
Curso: Fisioterapia

Objetivo: Identificar e avaliar possivelmente biomarcadores enzimaticos na saliva de pacientes com
doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) que participariio do Programa de Reabilitagio Pulmonar
no Ambulatorio de Fisioterapia do Centro Universitario Nove de Julho e correlaciona-los com o indice
BODE.

Meétodo: Participardo deste estudo, voluntdrios, portadores de DPOC que aguardam ingresso no
Programa de Reabilitagdo Pulmonar no Ambulatdrio de Fisioterapia da Universidade Nove de Julho —
UNINOVE/Memorial da América Latina ¢ individuos saudaveis, provenientes da Associagdo 5.0.5.
familia Sdo Geraldo, localizada 4 Rua Pedro Angelo Janitelli, 72- Ponte Grande Guarulhos - SP.
Inicialmente, os pacientes responderio a uma ficha de triagem e ao questionario de atividade fisica
basal de Baecke , a fim de correlacionar dados especificos da populagiio estudada com os resultados
dos testes e verificar se preenchem os requisitos dos critérios de inclusdo, que serdo: assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido, individuos com DPOC moderada a grave (VEF, < 60 % do
previsto) e doenga estivel, sugerida por auséncia de modificagdo na medicagfio nas ultimas 4 semanas.
Por outro lado, serdo excluidos do estudo, pacientes com doenga cardiaca isquémica, cirurgias
recentes, participagiio em programa de reabilita¢iio pulmonar, doengas neuro-musculares, exacerbagiio
clinica nos tltimos 30 dias ou outras doengas limitantes que possam prejudicar a realizagdo dos testes.
Para andlise comparativa, incluiremos no estudo um grupo controle, que devera ter o seguinte perfil:
individuos com espirometria normal, sedentarios, faixa etaria entre 40 ¢ 85 anos ¢ permissio para
realizagio do estudo. Os critérios de exclusfio serfio 0s mesmos descritos para o grupo DPOC além da
presenga desta doenga.

Critérios de participagdo dos sujeitos (reerutamento, critérios de inclusio/exclusio, interrupgio
da pesquisa): critérios de inclusdio, que seriio: assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido, individuos com DPOC moderada a grave (VEF, < 60 % do previsto) e doenga estavel,
sugerida por auséncia de modificagdo na medica¢io nas dltimas 4 semanas. Por outro lado, seriio
excluidos do estudo, pacientes com doenga cardiaca isquémica, cirurgias recentes, participagio em
programa de reabilitagio pulmonar, doengas neuro-musculares, exacerbagio clinica nos tltimos 30
dias ou outras doengas limitantes que possam prejudicar a realizagdo dos teste.

Identificagdo dos riscos e possiveis beneficios aos sujeitos: Nio ha despesas, ou riscos pessoais para o
participante em qualquer fase do estudo, assim como ndo hid compensagiio financeira relacionada a sua
participagio.

Perti ia e valor ifico do estudo proposto; o estudo ¢ a identificagio de marcadores biologicos
de doengas, protéicos ou peptidicos, que representem a avaliagéio de pacientes portadores de DPOC
tornou-se foco de estudo por grupos altamente capacitados nessa drea de conhecimento. Além disso, a
caracterizagdo dos componentes da saliva tem aberto perspectivas para a identificagdo de
biomarcadores de diferentes alteragdes morfofisiologicas, pois a coleta de saliva ¢ um método nio
invasivo, lem varias vantagens com relagiio a outros fluidos biolégicos, como por exemplo, urina, soro
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ou plasma (SOO-QUEE col., 2007). Assim, o monitoramento dessas possiveis moléculas auxiliaria as
estratégias de avaliagdio e intervengio terapéutica na DPOC.

Adequacio da metodologia aos objetivos perseguidos; A metodologia se encontra adequada aos
objetivos propostos.

Grau de vulnerabilidade dos sujeitos e medidas protetoras propostas; Nio se aplica
Avaliagdo do bindmio risco-beneficio; Nao se aplica a riscos.

Relagio com o sujeito e/ instituigio:

Identificagdo dos responsiveis pelo atendimento, acompanl to e recebi to dos sujeitos
encaminhados, quando for o caso: Essas informagoes estdo sendo fornecidas pela fisioterapeuta
Alecsandra A. dos Santos (aluna do mestrado em Ciéncias da Reabilitagiio da Universidade Nove de
Julho) e pelo Prof. Dr. Carlos A. Silva, para sua participagio voluntaria neste estudo. que visa
correlacionar a atividade enzimatica das MMPs na saliva de pacientes com doenga pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC) antes de ingressarem no Programa de Reabilitagao Pulmonar. Esta pesquisa
contribuira para avaliagio da DPOC a partir da identificagio de moléculas indicadoras da disfungio,
presentes na saliva, permitindo melhor avaliar a efetividade dos programas de reabilitagfio.

Em qualquer etapa deste estudo vocé terd acesso aos profissionais responsaveis para o esclarecimento
de suas dividas quanto aos procedimentos realizados. Os pesquisadores assumem o compromisso de
proporcionar informagfo atualizada obtida durante o estudo ainda que esta possa afetar a vontade do
individuo em continuar participando. Os principais responsaveis séo os pesquisadores Prof. Dr. Carlos
A. Silva e a fisioterapeuta Alecsandra A. dos Santos, os quais podem ser encontrados nos telefones:
36635-9000 ou 9104-0992.

Garantia dos direitos fundamentais do sujeito de pesquisa (informagdo, privacidade, recusa indcua,
desisténcia, indeniza¢do, ressarcimento, continuidade do atendimento, informagdo dos resultados,
acesso ao pesquisador e CEP etc); Em qualquer etapa deste estudo vocé terd acesso aos profissionais
responsaveis para o esclarecimento de suas duvidas quanto aos procedimentos realizados. Os
pesquisadores assumem o compromisso de proporcionar informagfo atualizada obtida durante o estudo
ainda que esta possa afetar a vontade do individuo em continuar participando. E garantida a liberdade
da retirada do consentimento a qualquer momento deste estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade
de seu tratamento.

Tratamento adequado dos dados e materiais bioldgicos; Nio se aplica

Termo de consentimento livre e esclarecido:

Concisdo e objetividade: correlacionar a atividade enzimatica das MMPs na saliva de pacientes com

doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) antes de ingressarem no Programa de Reabilitagio

Pulmonar

Linguagem adequada ao nivel sociocultural dos sujeitos de pesquisa; Se aplica.

Descricdo suficiente dos procedimentos: O ambulatorio de fisioterapia da Universidade Nove de

Julho tem como um dos objetivos a assisténcia a satde, com um programa de reabilitagdo pulmonar

para pacientes com doenga pulmonar crénica, e também de fazer pesquisa.

Ao entrar em nosso estudo, vocé serd avaliado, realizando inicialmente uma entrevista, para

coletarmos seus dados pessoais, habitos de vida, medicacdes que utiliza e a histéria de sua doenga.

Apos esta entrevista, vocé serd levado para uma sala onde iremos pesd-lo e medi-lo, em seguida, vocé

realizara uma avaliagdo do ponto de vista respiratério. Vocé deverd soprar e puxar o ar com toda a

forga num aparelho através de um bucal para medir a sua capacidade pulmonar. Para avaliarmos sua

capacidade fisica, vocé realizard o teste da caminhada dos seis minutos. Neste exame vocé deverd
| andar 0 mais rapido possivel, sem correr, em um corredor plano, com 30 metros, Uma fisioterapeuta
ird medir seu batimento cardiaco, quantas vezes vocé esta respirando em um minuto, a pressdo arterial
¢ o oxigénio, antes, durante ¢ ao final do teste (através de um aparelho posicionado em seu dedo
indicador). Durante o teste vocé vai sentir um aumento na capacidade de respirar e poderd sentir
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cansago nas pernas. Estes sintomas vdo melhorando e desaparecem depois que o teste termina. A
tultima etapa da avaliag@o é a coleta da saliva. Para coletar a saliva vocé serd orientado a realizar um
enxdglie na boca, com agua, e em seguida deverd acumular saliva na boca e cuspir em um tubo
apropriado para o exame. Tal procedimento néo causa quaisquer riscos ou desconforto.

Identificacdo dos riscos e desconfortos esperados Os voluntarios ndo serdo submetidos a riscos
durante o periodo experimental, pois ndo utilizaremos nenhum tipo de atividade, que comprometa a
seguranga dos voluntarios.

Explicitacdo das garantias acima referidas; Os pesquisadores asseguram a privacidade dos
voluntérios quanto aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa.

Apresentado a este Comité para andlise ética, segundo normas da Resolu¢do 196/96 do Conselho
Nacional de Sande (10/10/96), foi considerado:

( X ) Aprovado, sendo que este projeto deverd permanecer arquivado por 05 (cinco) anos nesta
Secretaria.

() Aprovado com sugestdes, devendo o Pesquisador encaminhar as modificagdes sugeridas.

() Com pendéncia (Descrever a metodologia, Rever o Termo de consentimento livre e esclarecido ),
devendo o Pesquisador encaminhar as modificagdes sugeridas, e iniciar a coleta de dados somente
apos a aprovagdo do projeto por este Comité.

( ) Reprovado.

Sdo Paulo, 04 de Agosto de 2008.

Prof. Dra. Daniela Ap. Biasotto-Gonzalez
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa
Universidade Nove de Julho
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6.2 Certificado de Aprovacgao - CoEP

r
UNINOVE
L X X N ¥ J
Universidlade Nove de Julho
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CoEP
Certificamos que o Projeto de pesquisa intitulado CARACTERIZAGCAD ENZIMATICA DA SALIVA
DE PACIENTES PORTADORES DE DOENCA PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA E SUAS
CORRELACOES CLINICO-FUNCIONAIS PELO INDICE BODE., sob a responsabilidade de
ALECSANDRA APARECIDA DOS SANTOS esta de acordo com a Resolugio 196/96 do Conselho
Nacional de Saude M/S, de 10/10/96, tendo sido APROVADO pelo Comité de Etica em Pesquisa
- UNINOVE.
Sao Paulo, 27 de Agosto de 2008,
: ] ; _-\'.
5 2 J
_ /@ﬁ-"?;‘d”g;—f.
Profa, Dra. ela Ap. Blasotto-Gonzalez
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa
e =
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6.3 Participacdo em outros estudos
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Andlise da qualidade de vida em parkinsonianos
¢ sua correlagdo com o dominio AVD
(Atividade de Vida Didria) da escala UPDRS
(Unified Parkinson’s Discasc Rating Scale)

Quality of life analysis in parksoniasm and its correlation with the ADL domain (Activity of Daily
Living) of scale UPDRS (Thified Parkinson's Discase Rating Scale)

Juliana G. Basso!'); Gladys A. Ribeiro Dias'®; Reinaldo G. Cianci!); Simone Dal Corso®; Carlos A. Silva®
Estudo desenvolvido na Faculdade Marechal Rondon e Associacdo Brasil Parkinson.

Resumo: A Doenca de Parkinson (DP) € uma desordem crénica e neurodegenerativa que compromete o desempenho
das atividades didrias dos pacientes e em diferentes aspectos da qualidade de vida (QV). Sendo assim, o objetivo do
presente estudo foi avaliar as correlages entre o dominio Atividades da Vida Didria (AVD) da escala UPDRS e os do-
minios fisico, psicoldgico, relagdes sociais e meio ambiente do questiondrio WHOQOL-BREF (World Health Organization
Quality of Life Instrument). Trata-se de um estudo transversal incluindo 21 pacientes com diagnéstico médico de DP
e que recebiam atendimento multiprofissional. Cada individuo foi entrevistado com dois instrumentos de avaliagdo:
um para mensurar @ QV (WHOQOL-BREF); e outro contendo somente as questdes do dominio AVD (UPDRS). A ana-
lise geral das medianas e sua distribuigdo em todos os dominios indicaram que a populagdo apresentou QV boa ou
satisfatéria e o grau de comprometimento com relagdo ao dominio AVD, leve a moderado. Andlises de correlagfes de
Pearson indicaram que o dominio AVD apresentou correlago negativa e significante com os dominios fisico e psico-
légico do WHOQOL-BREF (p<0,023; p<0,005, respectivamente), mas ndo se observou correlacBes entre os dominios
social (r=-0,383; p=0,08) e ambiente (r =-0,49; p=0,19). Em sintese, o estudo demonstrou que a amostra estudada
apresentou QV boa ou satisfatdria, provavelmente em fungdo do programa efetivo de atividades multiprofissionais,
além dos efeitos da medicacdo. Assim como, as correlagBes entre os instrumentos demonstraram que quanto melhor
as condigBes fisicas e psicolégicas, menor € o comprometimento das atividades didrias dos pacientes com DP, suge-
rindo que o instrumento dominio-especifico (AVD) do UPDRS poderia ser utilizado para a avaliagdo da efetividade dos
programas de reabilitacdo para proporcionar melhorias na QV desses pacientes e dos cuidadores.
Palavras-chave: Doenca de Parkinson, qualidade de vida, UPDRS, WHOQOL-BREF.

Abstract: The Parkinson’s disease (PD) is a chronic and neurodegenerative disorder that affects the performance
of daily activities of patients and in different aspects of quality of life (QOL). Therefore, the purpose of this study
was to evaluate the correlations between the field UPDRS Activity of Daily Living (ADL) scale and the physical,
psychological, social relationships and environment areas of the WHOQOL-BREF questionnaire. This is a cross sectional

* Artigo recebido em 17 de junho de 2009 e aprovado em 24 de julho de 2009.

1 Alunos do programa de mestrado em Ciéncias da Reabilitagdo, Universidade Nove de Julho, S8c Paulo, Brasil.

2 Docente da Faculdade Marechal Rondon nas disciplinas de Anatomia e Neurologia, S30 Rogque, Brasil.

3 Professora doutora do Laboratério de Fisiologia do Exercicio do mestrado em Ciéncias da Reabilitag8o, Universidade Nove de Julho,
Sdo Paulo, Brasil.

4 Professor doutor do Laboratério de AplicagBes Moleculares e Celulares do mestrado em Ciéncias da Reabilitacio, Universidade Nove
de Julho, S&o Paulo, Brasil.

Enderego para correspondéncia:
Prof. Dr. Carlos Alberto Silva. Centro de Pés-Graduagdo. Departamento de Ciéncias da Reabilitacdo. Mestrado em Ciéncias da Reabilita-
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study including 21 patients with diagnosis of PD and who received multiprofessional care. Each person was interviewed
with two instruments of assessment: one to measure the QOL (WHOQOL-BREF - World Health Organization Quality of
Life Instrument), and another containing only the issues of field ADL (UPDRS). The general analysis of median and its
distribution in all areas indicated that the population had QOL, good or satisfactory, and the degree of commitment
to the field ADL, mild to moderate. Analysis of Pearson correlations indicated that the area ADL showed a negative
and significant correlation with the physical and psychological domains of WHOQOL-BREF (p <0.023, p <0.005,
respectively), but there was no correlation between the social (r =- 0.383, p = 0.08) and environment (r =- 0.49, p =
0.19). In summary, the study showed that the sample showed good or satisfactory QOL, probably due to the effective
multidisciplinary program activities, and the effects of the medication. So as the correlations between the instruments
showed that the better the physical and psychological conditions, the lower the commitment of the daily activities
of patients with PD, suggesting that the instrument-specific area (ADL) of the UPDRS may be used for assessing the
effectiveness programs of rehabilitation to provide improvements in the QOL of patients and caregivers.

Keywords: Parkinson’s disease, quality of life, UPDRS, WHOQOL-BREF.

INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson (DP)
é uma desordem crdnica e dege-
nerativa, caracterizada pela perda
progressiva dos neurbnios dopa-
minérgicos dos centros motores do
Sistema Nervoso Central (¥, Essa
doenca apresenta sintomas como
tremor, rigidez e bradcinesia, fala
disartrofénica, com articulacdo
das palavras dificultada e voz bai-
xa, escrita micrografica, hiper-
salivagdo, seborréia facial muito
frequente, dificuldades urindrias,
hipotensdo arterial ortostdtica e
depressdo ). Esses sintomas, as-
sociados & progressdo da doenca,
tém impacto negativo no desem-
penho das atividades de vida dia-
ria, comprometem o estado emo-
cional e social ndo so do portador
de DP, mas de seus familiares, o
que repercute em pior qualidade
de vida (QV) .

Por ser uma doenga progres-
siva e incapacitante, um dos princi-
pais objetivos dos tratamentos far-
macoldgico e ndo farmacoldgico €
minimizar a piora na qualidade de
vida. Portanto, torna-se fundamen-
tal o uso de instrumentos (escalas
clinicas) que avaliemn, ndo apenas a
condigdo clinica geral do paciente,
mas suas fungdes motora e mental
e o impacto dessas disfunges na
qualidade de vida dos parkinsonia-
nos “,

A qualidade de vida pode ser
avaliada por instrumentos genéri-
cos ou especificos. Os instrumen-
tos genéricos podem ser utilizados
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para diferentes doengas ou para
comparar a QV de um grupo de
pacientes com a da populagdo sau-
dével. Os especificos sdo aqueles
desenvolvidos especialmente para
determinada doenga, sendo mais
sensiveis para detectar o impacto
da doenca na qualidade de vida,
pois se utilizam dos sintomas co-
muns & doenca para avaliar o im-
pacto desta no estado de salde do
paciente. Independente de serem
genéricos ou especificos, os ins-
trumentos sdo questiondrios auto-
aplicaveis, possibilitando que o pa-
ciente julgue sua qualidade de vida
relacionada a salde ),

0O questionério WHOQOL-BREF
(World Health Organization Quality
of Life Instrument) é um instru-
mento genérico de avaliacdo da QV.
Tem duas versdes correspondendo
a uma versdo abreviada compos-
ta por 26 questdes que obtiveram
melhores desempenhos psicomé-
tricos extraidas do WHOQOL-100.
E composto por quatro dominios
(fisico, psicolégico, relagdes sociais
e meio ambiente), sendo duas ge-
rais de QV e as outras representam
cada uma das 24 facetas que com-
pbem o questiondrio ¥\, No caso da
DP, a Unified Parkinson’s Disease
Rating Scale (Escala Unificada de
Avaliagio da Doenga de Parkin-
son), conhecida como UPDRS, é
um dos instrumentos especificos
amplamente utilizados para avaliar
sinais e sintomas em determina-
das atividades dos parkinsonianos
9, A UPDRS é organizada em 42

questdes distribuidas em quatro
dominios: atividade mental, com-
portamento e humor, atividades
de vida didria (AVD), exploragdo
motora e complicagbes da terapia
medicamentosa. A pontuacdo em
cada questSo varia de 0 a 4, sendo
com relagdo ao comprometimento:
0- auséncia; 1- leve; 2- moderado,
3- grave, e, 4- severo ¥,

Individuos com DP apresen-
tam reducdo na qualidade de vida
(QV) pelo impacto que a doenga
desencadeia nas questSes emocio-
nais, econémicas e no cotidiano do
préprio individuo ou dos seus fami-
liares (), Nesse contexto, a contri-
buicdio da fisioterapia tem sido de
grande importincia para propor-
cionar melhorias da mobilidade,
fortalecimento muscular, equilibrio
e aptid&o fisica (1911, proporcionan-
do beneficios significativos na QV
de individuos com DP 2, Dessa
forma, os instrumentos de avalia-
¢do da DP e QV tém sido emprega-
dos para verificar a efetividade dos
programas de reabilitagdo antes e
apds intervengdo terapéutica em
pacientes com DP ¥, Sendo assim,
levando-se em consideragdo que o
comprometimento do desempenho
nas atividades do dia-a-dia pode
comprometer os diferentes aspec-
tos da qualidade de vida, o presen-
te estudo teve o objetivo de avaliar
as correlagBes do dominio AVD da
escala UPDRS com os dominios fi-
sico, psicolégico, relagbes sociais
e meio ambiente do questiondrio
WHOQOL-BREF.
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MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realiza-
do na Associagdo Brasil Parkinson,
na cidade de S3o Paulo e em uma
clinica de Fisioterapia de uma ins-
tituicdo privada de ensino superior.
A pesquisa foi aprovada pelo Comi-
té de Etica da Instituicio (protoco-
lo n® 049/07).

Critérios de inclusdo e Critérios
de exclusdo

Vinte e um individuos com
DP foram incluidos neste estudo,
apos assinatura do termo de con-
sentimento livre e esclarecido. Os
pacientes recebiam regularmente
tratamento medicamentoso. Foram
excluidos os individuos que apre-
sentaram alteragdo cognitiva, fisica
ou psicolégica grave que os impe-
diu de responder as perguntas dos
questiondrios.

Delineamento da pesquisa

Este é um estudo transversal
que consistiu da aplicagdo do ques-
tionario WHOQOL-BREF e das ques-
tdes referentes ao dominio AVD da
escala UPDRS. Ambos foram apli-
cados sem controle de tempo para
ndo gerar respostas apressadas,
permitinde o completo preenchi-
mento. As questdes do dominio
AVD da escala UPDRS foram apli-
cadas aos pacientes e, com duvi-
das ao responder, os responsaveis
da pesquisa refaziam a pergunta
de forma dindmica e mais objetiva,
até que o paciente pudesse com-
preender para responder. Os dados
relacionados &8 QV pelo WHOQOL-
BREF foram obtidos de acordo com
o algoritmo construido e padroni-
zado pela Organizagdo Mundial da
Sadlde (OMS). Este algoritmo consi-
dera o nimero de questdes respon-
didas em cada um dos dominios do
instrumento e padroniza as escalas
para que esses, em todos os do-
minios, variem de 0 a 100 pontos
(menos para o mais favoravel). Os
valores das trés questdes (Q3, Q4,
Q26) formuladas na diregdo oposta
(quanto maior o escore mais des-
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favorédvel a situacdo) sdo invertidos
pelo algoritmo para a composicdo
final do escore. Os dados do domi-
nio AVD foram avaliados de acordo
com a somatdria da pontuagdo em
cada questdo (0 a 4 pontos), sendo
com relagdo ao comprometimento:
0- auséncia; 1- leve; 2- moderado,
3- grave, e 4- severo.

Andlise Estatistica

A andlise dos dados foi rea-
lizada por meio do software SPSS
versdo 10.0 for Windows (SPSS
Inc., Chicago, IL,USA) e Microsoft
Excel. Os dados obtidos em cada
dominio (Fisico, Psicolégico, Rela-
¢Bes Sociais, Relagbes com o Meio
Ambiente) do questionario WHO-
QOL-BREF e o dominio AVD da es-
cala UPDRS foram analisados por
mediana dos escores totais e seus
respectivos valores minimos e ma-
ximos. A estatistica descritiva foi
realizada para as varidveis propos-
tas pelo software SPSS. O coefi-
ciente de Correlacdo de Pearson foi
utilizado para analisar a correlagdo
entre os dominios do questiondrio
WHOQOL-BREF e do AVD da escala
UPDRS. O nivel de significdncia es-
tabelecido foi de p< 0,05.

RESULTADOS

A maioria da amostra foi
constituida pelo género masculino
(n =14), sendo a média de idade
da amostra total de 70,6 + 6 anos.
A andlise do historico de cada pa-
ciente indicou que a populagéo es-
tudada apresentava diagndstico de
DP e com tratamento farmacolégi-
co controlado, a base de Levedo-
pa, sob supervisdo médica. Sendo
assim, participaram desse estudo
apenas pacientes que estavam em
estado "on” da doenca, ou seja,
todos estavam sob efeito de medi-
camento controlado. Outro aspecto
relevante da amostra é que todos
os individuos estavam inseridos
em um protocolo de atendimento
fisioterapéutico convencional (ati-
vidades de alongamento, fortaleci-
mento, treino de marcha, treino de

equilibrio e treino da coordenagdo
motora), assim como, recebiam
atendimentos periddicos de psico-
logos e incentive social por pes-
soas treinadas em oferecer aulas
de pintura, costura, danca, dentre
outros.

A andlise dos dados com re-
lagdo a percepgdo de QV indicou
que 57,14% dos entrevistados
relataram boa, 9,53% muito boa,
19,05% nem ruim nem boa (re-
gular) e 14,28% declararam que
a mesma é ruim. Além disso, de
acordo com a condico de salde
atual, 42,84% dos entrevistados
apontaram como satisfeitos ou
muito satisfeitos, 28,58% nem sa-
tisfeitos nem insatisfeitos (regular)
e 28,58% declararam insatisfei-
to (dados néo ilustrados). Como
ilustra a Figura 1, a anélise do ins-
trumento WHOQOL-BREF indicou
que os dominios social e ambiente
apresentaram escores maiores em
relagdo aos dominios psicolégico
e fisico. Entretanto, considerando
que a escala de 0 a 100 correspon-
de a condicdo menos para o mais
favoravel em relagdo a QV, respec-
tivamente, a andlise geral das me-
dianas e sua distribuigdo em todos
os dominios indicou que a popula-
¢do apresentou QV satisfatéria (Fi-
gura 1).

A anélise das questdes do do-
minio AVD foi realizada apés soma-
toéria total do escore 0 a 4 pontos,
sendo a pontuacdo maxima 52 e a
minima 0. Verificou-se que a popu-
lagdo apresentou comprometimen-
to leve a moderado com relagdo
ao dominio AVD, pois a somatéria
dos pontos em cada questdo (0 a
4) ndo foi superior a 30 pontos (Fi-
gura 2). Na amostra estudada, ndo
houve individuos que relatassem
comprometimento grave ou severo
no dominio AVD.

Com a finalidade de analisar
a correlacdo entre os dominios de
QV do WHOQOL-BREF e o dominio
AVD da escala UPDRS foi realiza-
da andlise de correlagdo linear de
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Figura 1. Percepclo da QV nos dominios fisico, psicolégico, social e meio ambiente do
instrumento de avaliacdo WHOQOL-BREF. QV, qualidade de vida; WHOQOL-BREF, World
Health Organization Quality of Life Instrument.
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Figura 2. Caracterizacdo dos pacientes com DP de acordo com o grau de comprometi-
mento para o dominio AVD da escala UPDRS. DP, Doenca de Parkinson; AVD, atividade

de vida didria; UPDRS, Unified Parkinson's Disease Rating Scale.
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Pearson. O dominio AVD da escala
UPDRS apresentou correlacdo ne-
gativa e significante com os domi-
nios fisico e psicolégico do WHO-
QOL-BREF (r = -0,49 e r = -0,58,
respectivamente) (Figura 3 e 4).
Por outro lado, ndo se observou
correlagdes entre o dominio AVD da
escala UPDRS e os dominios social
(r = -0,383; p = 0,08) e ambiente
(r=-0,49; p = 0,19).
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DISCUSSAO

A proporgdo de idosos com 60
anos ou mais vem crescendo no
Brasil, assim como na maior parte
do mundo, alargande progressi-
vamente o dpice da pirdmide po-
pulacional. A maior sobrevida da
populagao produz prevaléncia de
incapacidades  desencadeadoras
de dependéncia fisica e psiquica,
comprometendo a autonomia dos

idosos e, consequentemente, pio-
rando sua satisfacdo com a prépria
salde (4,

Como a DP geralmente atin-
ge a populagdo idosa, alguns estu-
dos tem demonstrado o quanto a
evolucdo da doenga compromete
a QV do paciente (5%, No presen-
te estudo, foi possivel demonstrar
que o dominio AVD do instrumen-
to UDPRS se correlacionou negati-
vamente com os dominios fisico e
psicolégico do instrumento WHO-
QOL-BREF em um grupo de indivi-
duos com DP da Associacdo Brasil
Parkinson.

O dominio AVD da escala
UPDRS contém 13 questdes sobre
fala, salivagdo, degluticio, escri-
ta, atividade de cortar alimentos,
vestir-se, higiene, virar na cama
e ajustar os lengdis, frequéncia de
quedas, congelamento ao andar,
marcha, tremor e gueixas senso-
riais como dorméncias ). Assim,
os dados apresentados sugerem
que as questdes do dominio AVD
estdo relacionadas as questdes dos
dominios fisico e psicolégico do
questiondrio da QV, ou seja, quan-
to mais favordveis forem as condi-
coes fisicas e psicoldgicas, menor
€ o comprometimento da AVD dos
pacientes com DP.

Vale ressaltar que o tratamen-
to farmacolbgico em pacientes com
DP é de fundamental importéncia,
por exemplo, a levodopa, um far-
maco amplamente utilizado que
estimula os nicleos dopaminérgi-
cos (9, Por outro lado, existem re-
latos que o uso prolongado deste
medicamento desencadeia flutu-
acbes motoras como discinesias e
fendmenos “on-off”, sendo neces-
sérias alteragBes da dosagem por
recomendacdo médica 29, Além do
tratamento, o fato dos individuos
entrevistados receberem atendi-
mento fisioterapéutico, psicolé-
gico e incentivo as diversas ativi-
dades sociais, explicaria o motivo
da maioria da populagdo estudada
apresentar comprometimento leve
a moderado em relagdo ao dominio

Ter Man. 2009; 7(32):252-257
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Figura 3. Correlag3o entre o dominio fis

Andlise da qualidade de vida em parkinsonianos e sua correlagio com o dominio AVD

ico do questiondric WHOQOL-BREF e o total dos

escores para o dominio AVD da escala UPDRS (r= -0,49; p< 0,023). WHOQOL-BREF,
World Health Organization Quality of Life Instrument; AVD, atividade de vida diaria;

UPDRS, Unified Parkinson’s Disease Rat

ing Scale.
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Figura 4. Correlacdo entre o dominio psicolégico do questiondrioc WHOQOL-BREF ¢ o

total dos escores para o dominio AVD da

escala UPDRS (r=-0,58; p < 0,005). WHOQOL-

BREF, World Health Organization Quality of Life Instrument; AVD, atividade de vida
didria; UPDRS, Unified Parkinson’s Disease Rating Scal
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AVD. Assim, pode-se sugerir que o
atendimento multiprofissional e as
condicdes de tratamento est8o re-
lacionados com o aumento do bem
estar e salde atual dos pacientes,
pois mais de 50% da populagdo es-
tudada declarou que estavam sa-
tisfeitos com a QV, de acordo com
dados obtidos no instrumento de
avaliagio WHOQOL-BREF utilizado

Ter Man. 2009; 7(32):252-257
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no estudo.

Vérios estudos tém demons-
trado que a intervencdo fisiotera-
péutica associada ao desempenho
funcional contribui na melhoria
do bem-estar dos pacientes com
DP (9, A andlise do desempenho
funcional de parkinsonianos nos
estdgios inicial e intermedidrio da
doenca demonstrou que a redugdo

do desempenho funcional compro-
mete a QV desde fases iniciais da
doenga @Y, QOutro estudo realizado
em 2005 para avaliar o impacto de
um programa de fortalecimento
muscular e condicionamento ae-
rébico de parkinsonianos demons-
trou significativa contribuicdo na
AVD e atividade motora, conse-
quentemente, na QV ¥, Da mes-
ma forma, o estudo realizado com
16 pacientes com DP, de ambos
0s sexos, demonstrou que o trei-
namento de 20 sessdes de treino
de marcha com pistas visuais, mais
fisioterapia convencional, propor-
cionou aumento da velocidade da
marcha, comprimento do passo
e cadéncia, além da melhora no
equilibrio e independéncia nas ati-
vidades funcionais em comparacgdo
ao grupo controle em que realizou
treinamento convencional @2,

Com isso, a maior contribui-
cdo do presente estudo é que os
resultados levantam indicios de
que a avaliagdo do dominio AVD
poderia refletir as condigdes da QV
dos parkinsonianos, pelo menos
em relagdo aos aspectos fisicos e
psicolégicos. Dessa forma, esse
instrumento dominio-especifico
(AVD) do UPDRS poderia ser utili-
zado para a avaliacdo da efetivida-
de dos programas de reabilitagdo
em pacientes com DP, desenvolvi-
da por uma equipe multidisciplinar
de profissionais da drea da Salde,
buscando alternativas para propor-
cionar melhorias na QV desses pa-
cientes e dos cuidadores.

CONCLUSAO

Em sintese, o estudo de-
monstrou que a amostra estudada
apresentou QV boa ou satisfatdria,
provavelmente em fungdo do pro-
grama efetivo de atividades multi-
profissionais, além dos efeitos da
medicacdo. Além disso, as corre-
lagdes entre os instrumentos nos
permitem afirmar que quanto me-
lhor as condigdes fisicas e psicolé-
gicas, menor é o comprometimento
da AVD nos pacientes com DP.
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