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Resumo — A fibrose cistica (FC) € uma doenga genética que resulta em alteragdes no epitélio respiratério e
consequentemente na reologia do muco bronquico. Devido a desidratagdo da secre¢do nas vias aéreas,
ocorre uma diminuicdo do clearance mucociliar e a colonizagéo do trato respiratério por diversas bactérias,
sendo que Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa sdo os primeiros patdgenos geralmente
identificados. A técnica fotoacustica tem sido utilizada ha mais de 20 anos em diversos campos das ciéncias
biolégicas e biomédicas para andlise e caracterizagdo das propriedades Opticas e térmicas de varios
materiais. O objetivo do presente estudo foi verificar e comparar o tempo de solubilizagdo do muco
brénquico em pacientes portadores de FC colonizados por diferentes bactérias através da técnica
fotoacustica pela analise da evolugao temporal do sinal fotoacustico das amostras. Os resultados indicam
gue o uso de solugao salina isotdnica pode ser menos eficiente para a solubilizagdo de muco colonizado por

Pseudomonas aeruginosa.
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Introducao

A Fibrose Cistica (FC) é uma afeccao genética
caracterizada por uma disfungdo generalizada das
glandulas exdcrinas. Possui carater evolutivo
crbnico e progressivo que compromete o
funcionamento de praticamente todos os 6rgéos e
sistemas, principalmente o sistema respiratério.
Quando nado tratada, € responsavel pela morte
precoce devido a infeccdo pulmonar (REIS;
DAMACENO, 1998; RATJEN; DORING, 2003).

As alteragdes encontradas na doenga devem-
se a mutagdes no gene da FC em uma proteina
especifica e nos canais de cloro, gerando
anormalidades no transporte idnico e
conseqlientemente a desidratagao das secregoes
pulmonares. Isto dificulta o clearance mucociliar e
facilita infeccbes persistentes (WAGENER;
HEADLEY, 2003; GILBSON; BURNS; RAMSEY,
2003). Tais infecgbes sdo geralmente causadas
por bactérias. Entre os microorganismos mais
freqlentes nos portadores de Fibrose Cistica,
destacam-se = Pseudomonas  aeruginosa e
Staphylococcus aureus, que depois de instaladas
apresentam  dificuldade para  erradicagéo.
Adicionalmente, a colonizagdo contribui para a
destruicdo progressiva do epitélio pulmonar
(PUCHELLE; BAJOLET; ABELY, 2002).

O efeito fotoacustico foi descoberto em 1880
por Graham Bell (BELL, 1880) e deu origem ao
que hoje se conhece como técnica fotoacustica.

Esta técnica se baseia na geragcdo de ondas de
presséo numa ca@mara fechada (célula
fotoacustica) devido a absorgdo de radiagédo
modulada ou pulsada por uma amostra. A
radiacdo absorvida pelo material é transformada
em calor; a flutuagdo de temperatura resultante
gera ciclos de expansdo e compressao na camada
de ar adjacente ao material absorvedor,
produzindo ondas de pressao detectadas por um
microfone.

O modelamento matematico do sinal é gerado
pela solugcao da equacao de difusdo térmica para
o sistema, tendo como condi¢gdes de contorno a
continuidade do fluxo de calor e a igualdade de
temperatura nas interfaces (ROSENCWAIG, 1982;
BARJA et al, 2001; LIMA et al, 2005).

A técnica fotoacustica (PA) constitui uma opgao
experimental para o estudo de propriedades
Opticas e térmicas dos mais diversos tipos de
materiais, sejam gases, liquidos ou sdlidos. Tem
sido particularmente utilizada na caracterizagao de
materiais bioldgicos, dada sua versatilidade e
praticidade, ja que nao requer preparo prévio da
amostra (ANJOS, et al, 2005; LAVIANO NETO;
BARJA; ACOSTA-AVALOS, 2006).

O objetivo do presente estudo foi verificar e
comparar o tempo de solubilizagdo do muco
brébnquico em pacientes portadores de FC
colonizados por diferentes bactérias em solugéo
salina isotbnica através da técnica fotoacustica.
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Materiais e Métodos

O estudo foi iniciado apdés a aprovagdo do
Comité de Etica em Pesquisa da UNIVAP e apos
consentimento por escrito dos pacientes ou
responsavel.

Foram selecionados pacientes com diagndstico
de FC confirmado pelo teste de suor e que eram
capazes de expectorar apés a sessdao de
fisioterapia respiratéria. De acordo com a presenca
ou nao de colonizagdo e o tipo de bactéria
presente nas amostras, foram divididos em trés
grupos: Grupo |: Pacientes com FC sem
colonizagdo; Grupo Il: Pacientes com FC
colonizados por Staphylococcus aureus; Grupo lll:
Pacientes com FC colonizados por Pseudomonas
aeruginosa.

Todas as amostras de muco foram coletadas
apos a sessdo de fisioterapia respiratoria. A
expectoracao foi realizada sobre um coletor
universal de escarro previamente tampado com
gaze para que o excesso de saliva fosse
absorvido (OUT et al.; 2001).

Apds o procedimento de coleta, o muco foi
armazenado em eppendorf's preenchidos com
6leo de vaselina, para que nao ocorresse
desidratacdo do muco. As amostras foram
estocadas a uma temperatura de -24°C, com
periodo maximo de duas horas entre a coleta e o
congelamento. O material permaneceu congelado
por um periodo maximo de 10 dias (KING, M.,
2000).

A montagem experimental empregada utilizou
como fonte de luz uma l|dmpada halégena de
tungsténio (Xelux, 24V - 250W). Para modular a
luz desta lampada, utilizou-se um modulador
mecanico (SRS, mod. SR540 - USA). Lentes e
espelhos foram utilizados para levar a luz até a
célula fotoacustica, onde um microfone de eletreto
detectava o som gerado na cadmara. Na célula
fotoacustica utilizada, uma das faces foi fechada
com uma janela de vidro e a outra (oposta) com
uma folha de aluminio de aproximadamente 30um
de espessura.

O modulador mecénico e a saida do microfone
foram conectados ao amplificador sincrono (lock-in
SRS, mod. SR530 - USA), para captagéo do sinal
fotoacustico (amplitude e fase). Por sua vez, o
amplificador foi conectado a um computador para
registro e processamento dos dados.

As analises experimentais foram realizadas no
Laboratério de Fotoacustica Aplicada a Sistemas
Biolégicos do Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento (IP&D) da UNIVAP. As amostras
utilizadas apresentavam volume de 0,imL. O
descongelamento das amostras era efetuado em
dez minutos; imediatamente a seguir, as amostras
eram submersas em éter de petréleo, segundo o
protocolo descrito por Lorenzi et al. (1992), para
que o o6leo de vaselina fosse retirado da amostra.

Posteriormente, cada amostra era posicionada
num suporte sobre a folha de aluminio, para o
inicio das medidas fotoacusticas.

O sinal fotoacustico foi monitorado através do
programa SISCOMF, ajustado para registrar 50
pontos com uma frequéncia de modulagdo de
23Hz. As medidas foram realizadas a cada cinco
minutos com um tempo total de uma hora e quinze
minutos. Nos primeiros 15 minutos, a amostra foi
nebulizada com solugédo salina isotbnica através
de um nebulizador ultra-s6nico, com freqiiéncia de
1,6MHz.

A avaliagdo da solubilizagdo das amostras de
muco brénquico foi feita através de monitoramento
da amplitude do sinal PA em fungédo do tempo. A
evolugdo temporal do sinal PA foi ajustada pela
equacgao de Boltzmann, dada por:

PA(t) _ATA _tAtf + A,

l+ed

onde PA(t) é a amplitude do sinal PA no tempo t,
A e A, séo respectivamente a amplitude inicial e
final do sinal PA, t; o tempo de pico da velocidade
de solubilizacdo e dt a variagdo do tempo do
processo de solubilizagao.

Os dados foram armazenados no computador e
as curvas de ajuste geradas através do programa
Origin 7.5® (Microcal Software Inc.). Utilizou-se o
programa Instat para o calculo da média e erro
para cada parametro de ajuste.

Resultados

Foram analisadas vinte e seis amostras de
muco. Deste total, sete eram do Grupo |, nove do
Grupo Il e dez do Grupo .

Apés realizar o ajuste de cada uma das curvas
experimentais utilizando a equagao de Boltzmann,
foram calculados os valores médios (+ erro) para
cada parametro de ajuste: A (u.a.), A; (u.a.), to
(minutos) e dt (minutos). A Tabela 1 mostra os
resultados obtidos.

Tabela 1: Valor médio (+ erro) dos parametros de
ajuste (Boltzmann) das medidas de solubilizagdo
do muco brénquico para cada grupo.

Grupo | Grupo I Grupo llI
A, | 0,19£0,01 | 0,13+0,01 | 0,192 £ 0,009
A, | 0,21+0,01 | 0,14 0,01 | 0,193 + 0,007
to 10+2 23+4 94+0,8
Dt 4+2 25+0,9 0,2+0,1

Em seguida, foi realizada a analise estatistica
de significancia (p<0,05) para a comparacgao entre
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os valores de A; e A, dentro de cada grupo; para
isso, foi utilizado o teste t pareado (Tabela 2).

Tabela 2: Comparagéo A; x A, (valores médios +
erro) dentro de cada grupo.

A4 Az p
Grupo | 0,19 + 0,01 0,21 £ 0,01 0,107
Grupo Il 0,13 £ 0,01 0,14 £ 0,01 0,111
Grupo Il | 0,192 + 0,009 | 0,193 £ 0,007 | 0,900

Para a comparagdo entre os trés grupos, foi
utilizada a analise de variancia (ANOVA, Tabelas 3
e 4). Como t, e dt ndo apresentaram distribuigao
normal, para estes parametros foi utilizado o teste

nao paramétrico de Kruskal-Wallis (Tabela 4).

Tabela 3: Comparagéo do valor médio (+ erro) dos
parédmetros A, e A, para os trés grupos.

Grupos A A, p

I 0,19+0,01 0,21+0,01

X X >0,05 X >0,05
1 0,192+0,009 0,193+0,007

I 0,19+0,01 0,21+0,01

X X <0,05 X <0,01
Il 0,13+ 0,01 0,14+0,01

Il 0,1310,01 0,14+0,01

X X <0,01 X <0,05
I 0,192+0,009 0,193+0,007

Tabela 4: Comparagao do valor médio (+ erro) dos
parametros t; e dt para os trés grupos.

Grupos to dt p

I 1042 412

X X >0,05 X >0,05
0 9,440,8 0,240,1

I 10+2 412

X X <0,05 X >0,05
Il 2314 2,5+0,9

Il 2314 2,54+0,9

X X <0,05 X <0,05
0 9,410,8 0,240,1

A Figura 1 exibe as curvas médias de ajuste
obtidas pela equagao de Boltzmann
correspondentes ao processo de solubilizagdo das
amostras.
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Figura 1: Curvas médias (ajuste Boltzmann) para a
solubilizagdo do muco brdonquico nos grupos
estudados.

Discusséo

Em relagdo aos resultados em cada um dos
grupos estudados nao ocorreu diferenga
significativa entre A, e A,, apesar de A, ter sido
maior que A; nos trés grupos. A tendéncia de
aumento do sinal fotoacustico em fungao do tempo
pode ser explicada pela solubilizagcdo do material,
que pode alterar as propriedades térmicas da
amostra (ROSENCWAIG, 1980; BARJA et al,
2001; LIMA et al, 2005; LAVIANO NETO; BARJA;
ACOSTA-AVALOS, 2006).

Ainda em relagao a estas variaveis, nao foi
observada diferengca entre o Grupo | x Grupo lll,
provavelmente, porque 0  processo de
solubilizagdo do  muco  colonizado  por
Pseudomonas aeruginosa foi iniciado, mas nao
finalizado, sendo interrompido devido a alta
viscosidade do material analisado e da ineficiéncia
da utilizacdo da solugdo salina isotbnica neste
caso, como pode ser observado na Figura 1.

Quanto ao parametro t,, o valor mais alto foi
obtido para os pacientes colonizados por
Staphylococcus aureus, uma vez que O processo
de solubilizagdo do muco colonizado por
Pseudomonas aeruginosa foi incompleto. Quanto
ao parametro dt, os pacientes sem colonizagéo
apresentaram o maior valor, indicando que o
processo de solubilizagdo demandou mais tempo
para este grupo. Provavelmente, isto se deve ao
fato de que o muco destes pacientes apresentava

X Encontro Latino Americano de Iniciagédo Cientifica e
VI Encontro Latino Americano de Pos-Graduagdo — Universidade do Vale do Paraiba

2491



alteracbes menos importantes na viscosidade
quando comparado com o grupo de pacientes
colonizados por Staphylococcus aureus, que
também completou o processo de solubilizagao
(REIS; DAMACENO, 1998; SADOWSKA et al,
2002).

Conclusao

Os resultados do presente estudo estdo de
acordo com relatos na literatura a respeito da
diferenga na viscosidade do muco de pacientes
portadores de FC colonizados por diferentes
patégenos, demonstrando que a técnica
fotoacustica pode ser utilizada com sucesso na
analise do processo de solubilizagdo do muco
bronquico. Os resultados indicam que o uso de
solugao salina isotbnica pode ser menos eficiente
para a solubilizagdo de muco colonizado por
Pseudomonas aeruginosa.
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