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RESUMO

Introducédo: A andlise do escarro induzido é importante na avaliacdo de
condi¢des inflamatérias das vias aéreas nas duas principais doencas
respiratorias obstrutivas: asma e doenca pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC). Devido a heterogeneidade das caracteristicas clinicas e
funcionais destas doencas, existe a necessidade de determinar o fenétipo
clinico do paciente, para otimizar o seu manejo, especialmente nos casos
mais graves. Contudo, o uso do escarro induzido na pratica clinica ainda
é restrito em virtude da metodologia envolvida na indugdo e
processamento do escarro. Objetivos: determinar a confiabilidade da
coloracdo hematoldgica répida para a andlise do escarro induzido,
visando a diminuicdo do tempo e custo do processamento das amostras.
Métodos: estudo transversal que compara a técnica de coloracdo May-
Griinwald-Giemsa (considerada padrdo) com a coloragcdo hematoldgica
rapida (corante Pandtico Rapido). Participaram do estudo 50 individuos,
sendo 21 portadores de asma, 19 portadores de DPOC e 10 individuos
higidos sem sintomas respiratorios. Apos inducdo do escarro, foram
geradas quatro citospinas, sendo duas coradas pela colora¢do padréo e
duas pela coloragdo de estudo. As citospinas foram lidas
independentemente por duas bioquimicas treinadas para leitura de
escarro, estando as laminas codificadas, impedindo a identificacdo dos
respectivos pares de citospinas ou acesso a resultados anteriores. A
confiabilidade do método foi avaliada pela concordancia entre
observadores e intra-observador para as contagens celulares resultantes
dos dois métodos de coloracdo através do Coeficiente de Correlacdo
Intraclasse (CCIl) e a concordancia da identificacdo de escarro
neutrofilico e eosinofilico entre observadores e entre as duas coloracdes
foi calculada através do Kappa estatistico. Resultados: O CCI apontou
concordancia quase perfeita entre os observadores para as contagens
celulares de neutrofilos, eosinéfilos e macréfagos para a coloragdo May-
Griiwald-Giemsa e para a coloracdo hematol6gica rapida (CCl = 0,81-
1,0). A concordancia para as contagens de linfocitos entre observadores
foi substancial para o corante May-Griiwald-Giemsa (CCI1=0,76) e quase
perfeita para a coloracdo hematolégica répida (CCI=0,83). O CCI
mostrou uma concordancia intra-observador quase perfeita para
neutrofilos, eosinofilos e macréfagos. Para as contagens de linfécitos, o
CCI apontou concordancia substancial para um os dois observadores
(CCI= 0,65 e 0,75). A concordancia entre observadores na identificacdo
de escarro eosinofilico e neutrofilico em citospinas coradas pelos dois



métodos do estudo foi de substancial a quase perfeita (kappa = 0,75 —
1,0). A concordancia intra-observador, embora considerada substancial,
foi inferior do que aquela entre observadores. Conclusdo: A coloragdo
hematoldgica rapida pode ser considerada alternativa confidvel para o
processamento das amostras de escarro induzido.

Palavras-chave: escarro induzido, coloracdo, May-Griinwald-Giemsa e
corante panético.



ABSTRACT

Introduction: Induced sputum analysis is an important tool to access
inflammatory conditions of the airways in the main obstructive
respiratory diseases: asthma and chronic obstructive pulmonary disease
(COPD). The heterogeneity of functional and clinical characteristics in
these diseases shows the need to determine the clinical phenotype for
better clinical management, particularly in the more severe cases.
However, the use of induced sputum in clinical practice is restricted, due
to the complex methods involved in sputum induction and processing.
Objectives: to determine the reliability of the use of a rapid hematologic
stain in the analysis of induced sputum, in attempt to reduce the time
and costs of sample processing. Methods: cross-sectional study to
compare May-Griinwald-Giemsa staining (considered standard) to rapid
hematologic staining (Diff-Quick). Fifty subjects were included in the
study, 21 asthmatics, 19 patients with COPD and 10 healthy individuals
without respiratory symptoms. After sputum induction, four slides were
generated, two of them stained with May-Griiwald-Giemsa and the other
two stained with rapid hematologic stain. The cytospins were
independently counted by two biochemists qualified to sputum
examination. The slides were coded preventing the identification of the
respective pairs of slides or previous results. The reliability of the
method was evaluated through intra-observer and inter-observer
agreement between the cell counts obtained from the two staining
methods, using the Intraclass Correlation Coefficient (ICC), and the
agreement identifying neutrophilic or eosinophilic sputum was
evaluated through kappa statistic. Results: ICCs indicated an almost
perfect agreement between observers for the cell counts of neutrophils,
eosinophils and macrophages for both staining techniques (ICC = 0,81 —
1,0). The agreement between lymphocytes counts was substantial for
May-Grinwald-Giemsa stain (ICC = 0,76) and almost perfect for the
rapid hematologic stain (ICC = 0,83). Intra-observer agreement was
almost perfect for neutrophils, eosinophils and macrophages counts. For
lymphocyte counts the coefficient showed substantial agreement for
both observers (ICC = 0,65 - 0,75). The agreement in identification of
eosinophilic or neutrophilic sputum was from substantial to almost
perfect (kappa = 0,75 — 1,0). Although the intra-observer agreement was
substantial, inter-observer agreement was higher. Conclusion: the rapid
hematologic stain is reliable and can be considered suitable for sputum
examination.



Key-words: induced sputum, staining, May-Grinwald-Giemsa, Diff-
Quick.
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1 INTRODUCAO

A compreensdo dos mecanismos das doencas e o diagnostico
correto sdo geralmente facilitados pela analise de tecidos, fluidos e
secrecfes produzidos espontaneamente pelo organismo. A andlise de
fluidos corporais, tais como urina, sangue e liquor tém sido largamente
utilizadas em diversas areas da medicina. Porém, até recentemente, a
analise do escarro para compreender os mecanismos das doencas
respiratorias havia sido abandonada por ser considerada pouco confiavel
e pouco reprodutivel (DJUKANOVIC E STERK, 2004).

Atualmente, existe um corpo consideravel de evidéncias
demonstrando que a inflamacg&o das vias aéreas é central na patogénese
das doencas das vias aéreas. Além disso, a inflamacéo das vias aéreas €
considerada responsavel pelos sintomas, obstrucdo ao fluxo de ar das
vias aéreas, exacerbacbes e alteracbes estruturais secundarias
(PIZZICHINI et al., 1997). Por isso, a inflamacgdo destas vias tem um
papel extremamente significativo nas duas principais doencas
respiratorias obstrutivas: asma e doenca pulmonar obstrutiva cronica
(DPOC) (SILVA E HETZEL, 2001).

Na asma, a inflamacdo das vias aéreas € uma reacdo de
hipersensibilidade, mediada por linfocitos auxiliadores 2 (Th2) (WHO,
2012). Nesse tipo de resposta predominam eosindfilos e mediadores
inflamatdrios tais como interleucinas 4, 5 e 13 (IL-4, IL-5, IL-13). A
resposta inflamatéria da asma ¢é responsavel pelos sintomas,
hiperresponsividade das vias aéreas (HRVA) e/ou desenvolvimento de
limitacdo cronica ao fluxo de ar das vias aéreas, com perda progressiva
da funcéo pulmonar (HARGREAVE E PARAMESWARAN, 2006). Na
DPOC a inflamacéo caracteristicamente envolve uma resposta mediada
por linfécitos Thl (WHO, 2013). Nesse tipo de resposta predominam
neutréfilos e mediadores inflamatérios tais como interferon gama (INF-
v), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-6 e IL-8. Esse tipo de
inflamac&o é considerado responsavel por alteragdes estruturais das vias
aéreas e do parénquima pulmonar, e pela perda acelerada da funcéo
pulmonar na DPOC.

No entanto, tanto na asma como na DPOC existe grande
heterogeneidade nas caracteristicas clinicas e inflamatérias, que
resultam em diferentes fenétipos clinicos (PAVORD et al., 2002).
Portanto, existe a necessidade de caracterizar o fenétipo do paciente
para otimizar seu manejo, particularmente nos casos mais graves
(PAVORD et al., 1999; PAVORD et al.,, 2002; JAYARAM et al.,
2006).
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Além disso, a inflamacéo das vias aéreas pode ser determinada ou
piorada pela exposicdo aos seguintes agentes: alérgenos inalatdrios,
produtos quimicos utilizados no trabalho, tabagismo, além de infecces
virais e bacterianas. Essas diferentes exposi¢des resultam em diferentes
tipos de respostas inflamatdrias, as quais, por sua vez, respondem de
maneira distinta aos medicamentos (PIZZICHINI et al., 1997
HARGREAVE E PARAMESWARAN, 2006). Esses fatos sustentam a
importancia da investigacao das inflamacdes das vias aéreas, através da
andlise do escarro induzido.

1.1 METODOS DIAGNOSTICOS DAS DOENCAS DAS VIAS

AEREAS

As hip6teses diagndsticas das doencas respiratdrias sdo baseadas
geralmente na coleta de dados (histdria da doenca e suas manifestagdes),
exame clinico e exame radiologico. Com relacdo as doengas das vias
aéreas os testes diagndsticos sdo predominantemente funcionais,
incluindo a espirometria, teste de broncoprovocagéo e pletismografia. O
estudo da inflamacdo das vias aéreas, apesar de ndo ser diagnostico,
fornece informagBes relevantes & fenotipagem da doenga e ao seu
manejo medicamentoso (HALDAR E PAVORD, 2007). Contudo, seu
uso na pratica clinica é ainda muito restrito em virtude da metodologia
envolvida na inducéo e processamento do escarro.

1.2 EXAME DO ESCARRO PARA ANALISE DA INFLAMAGCAO
DAS VIAS AEREAS

A avaliagdo da inflamacdo das vias aéreas nas doencas
respiratorias ndo é recente (BROWN, 1958; OPPENHEIMER et al.,
1967; CHODOSH, 1970), mas apenas nos ultimos 30 anos é que ganhou
credibilidade nos meios cientificos. A partir dos anos 80, quando foram
realizadas as primeiras tentativas de estudar a patogénese das doencas
das vias aéreas por meio da broncoscopia (biopsia e lavado
broncoalveolar) (SILVA, 2001) é que a inflamacdo das vias aéreas
passou a ser considerada como central na patogénese de doengas como
asma e DPOC. Apesar de Util para a elucidacdo dos mecanismos da
asma e DPOC, a broncoscopia ficou limitada aos centros de pesquisa
devido a sua natureza invasiva (DJUKANOVIC E STERK, 2004).
Outras limitagdes dos estudos da inflamacéo das vias aéreas envolvendo
broncoscopia incluem a dificuldade de obter medidas repetidas, a
impossibilidade de realizar o exame durante exacerbacdes e custos do
procedimento.
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Atualmente existem técnicas ndo invasivas que medem a
inflamacdo das vias aéreas, incluindo o 6xido nitrico do ar exalado
(SMITH et al., 2005), sobrenadante do ar exalado (KHARITONOV E
BARNES, 2002), temperatura do ar exalado (MELO, POPOV E SOLE,
2010), contelido bioquimico da secre¢cdo mucosa (ALAM et al., 1992) e
a analise de escarro induzido (PIZZICHINI et al., 1997). Dos exames
acima, presentemente apenas 0 escarro induzido é considerado
confiavel, reprodutivel, discriminativo de diferentes tipos de inflamagéo
e responsivo as intervenc@es. Por isso, o escarro induzido tem sido
considerado um instrumento importante no manejo das doencas
inflamatdrias das vias aéreas (PALOMBINI et al., 2001). Além disso, a
inducgdo do escarro é uma técnica segura e pouco invasiva (PIZZICHINI
et al., 2002), e é reprodutivel, permitindo identificar o tipo de
inflamac&o e sua intensidade (PIN et al., 1992; PAVORD et al., 1997).

1.3 HISTORICQ DO EXAME DO ESCARRO PARA AVALIAR A
INFLAMACAO DAS VIAS AEREAS

O exame do escarro espontdneo como marcador de
responsividade ao tratamento com corticoides orais nas vias aéreas foi
primeiramente estudado por Brown em 1958 (BROWN, 1958). No
entanto, por ser considerado um exame de baixa reprodutibilidade foi
abandonado progressivamente. O interesse em seu emprego reapareceu
a partir de 1989 com os trabalhos de Gibson e cols. (GIBSON et al.,
1989). Esses autores, utilizando esfregacos de escarro espontaneo
(selecionado da saliva) foram capazes de determinar o perfil celular
encontrado no escarro de asmaticos com e sem exacerbacdo, e em
tabagistas com diagnostico de bronquite crénica. A partir deste estudo o
exame do escarro foi reintroduzido em pesquisa como uma forma néo
invasiva de estudar os mecanismos da inflamagdo das vias aéreas.
Naquele estudo, de Gibson e cols. (GIBSON et al., 1989) examinaram o
primeiro escarro espontaneo produzido pela manha. Os resultados
mostraram o predominio de eosinéfilos e células metacromaticas
(mastécitos e basofilos) no escarro dos individuos com asma. Além
disso, foi demonstrado a reprodutibilidade dos resultados.

Em virtude da dificuldade de muitos asmaticos produzirem
escarro espontaneamente, em 1992, Pin e cols. (PIN et al., 1992)
desenvolveram uma técnica de obtengdo do escarro através de inducéo,
adaptando a técnica utilizada para o diagnostico de infeccdo por
Pneumocystis carinii em pacientes infectados pelo virus HIV (LEIGH et
al.,, 1989). O estudo inicial destes autores com o escarro induzido
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demonstrou que o escarro podia ser obtido com sucesso em individuos
incapazes de produzi-lo espontaneamente e que as amostras obtidas
eram capazes de diferenciar individuos normais de asmaticos.

Posteriormente, foram realizadas diversas pesquisas para 0
refinamento do método de andlise de escarro. Foi padronizada a técnica
de selecdo do escarro, que visa minimizar a contaminacdo por contetido
salivar (PIZZICHINI et al., 1996). Essa técnica forneceu amostras com
menor quantidade de células escamosas (fator de confundimento),
contagens celulares totais mais elevadas e maior nimero de células
vidveis ndo-escamosas. Todos estes fatores resultaram em melhor
qualidade das laminas utilizadas para a realizagdo das contagens
celulares, sem que suas proporcdes fossem alteradas significativamente,
além de ndo afetar as caracteristicas do processo inflamatério presente
nas vias aéreas.

Na mesma época, um estudo comparou amostras de escarro
induzido e espontaneo obtidas de um mesmo individuo (P1ZZICHINI et
al., 1996), concluindo que a analise das duas secre¢cdes fornecia
resultados similares para o contetdo celular. Além disso, a amostra de
escarro induzido, quando separada da saliva, continha maior propor¢édo
de células viaveis e menor contaminacao por células epiteliais salivares,
0 que era vantajoso por proporcionar melhores condicdes de analise das
amostras.

Fatores que poderiam influenciar o sucesso do procedimento da
inducdo de escarro e as contagens celulares foram estudados em trés
trabalhos publicados em 1995 por Popov e cols. (POPOV et al., 1995).
Foi demonstrado que a inducdo do escarro € mais eficaz quando
realizada utilizando uma solucédo salina hipertdnica (de 3-5%) ao invés
de solugdo salina isotonica (0,9%). Entretanto, o desconforto para o
paciente € maior com a solucdo salina hipertbnica. O uso de
nebulizadores ultrassbnicos mostrou-se mais efetivo na producdo de
escarro do que nebulizadores a jato, sendo que o indice de sucesso na
obtencdo de escarro foi de 9% com o nebulizador a jato e de 60% com o
nebulizador ultrassnico. O desconforto para o paciente foi proporcional
ao débito (mL/min) do nebulizador, sendo maior quanto maior o debito.
Outro fator analisado foi 0 uso de salbutamol no pré-tratamento da
inducdo para prevenir possivel broncoconstriccdo causada pelas
solugdes salinas isotbnica e hipertdnica. O uso de broncodilatador pré-
inducdo do escarro, além de efetivamente prevenir a broncoconstric¢éo,
ndo influenciou a celularidade do escarro induzido (POPOV et al.,
1995). Estudos posteriores, demonstraram que o indice de sucesso na
inducéo do escarro, usando nebulizadores ultrassénicos e solucéo salina
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hiperténica em doses crescentes (3 a 5%) pode ser > 85% em individuos
gue ndo conseguem produzir escarro espontaneamente (VERAS et al.,
2011; CHABOILLEZ et al., 2013).

Em 1996, Pizzichini e cols. (PIZZICHINI et al., 1996) estudaram
a validade e reprodutibilidade da celularidade e da medida de
marcadores da inflamacédo na fase liquida do escarro induzido. O estudo
avaliou além das citologias total e especifica do escarro, as
concentracBes de ECP (proteina eosinofilica catibnica), MBP (major
basic protein), EDN (neurotoxina derivada do eosinofilo), albumina,
fibrinogénio, triptase e IL-5. A inducdo e analise do escarro foram
realizadas em duas oportunidades (em um periodo de seis dias) e o
estudo avaliou 39 individuos (10 saudaveis, 19 asmaticos e 10
fumantes). A analise dos resultados dos diferentes dias comprovou alta
reprodutibilidade para as contagens de eosindfilos, neutrofilos,
macréfagos e células metacromaticas. Entretanto, o0s resultados
mostraram menor reprodutibilidade para as contagens celulares totais e
de linfocitos. Em relacdo aos mediadores da fase fluida, houve alta
reprodutibilidade para o ECP, MBP, EDN, albumina e fibrinogénio, e
menor reprodutibilidade em diferentes dias para a triptase. A pesquisa
mostrou que houve um aumento na proporcdo de eosindfilos, células
metacromaticas, triptase, ECP, MBP e EDN nas amostras dos
individuos asmaticos quando comparados com o restante dos
participantes do estudo. As proporcdes de neutréfilos, albumina e
fibrinogénio foram semelhantes em asmaticos e fumantes com
bronquite. Houve uma correlagdo altamente significativa entre a
proporcdo de eosindfilos e as concentracdes de ECP, MBP e EDN. A
quantidade de células metacromaticas e concentracdo de triptase
também foram correlacionadas positivamente. Foi observada ainda uma
relacdo entre a presenca e gravidade dos sintomas nos individuos
asmaticos e as proporcdes/concentracdes de eosinofilos, ECP, MBP,
EDN e albumina nas amostras.

A substancia utilizada para a dispersao das células nas amostras
de escarro também pode influenciar os resultados (EFTHIMIADIS et
al., 1997). O uso do ditiothreitol (DTT) a 0,1% mostrou ser eficaz na
dispersdo das células provenientes do escarro, o que facilita a analise
citolégica da amostra. Efthmiadis e cols. (EFTHIMIADIS et al., 1997)
demonstraram que o uso isolado do DTT tratado com tampdo de fosfato,
que tem por finalidade interromper a acdo do DTT, provoca uma
diminuicdo ndo importante da viabilidade celular preservando os niveis
de fibrinogénio e concentragdes de interleucinas na fase fluida do
escarro. O tratamento com o DTT ainda possibilita maior contagem
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celular total e recuperacédo de niveis mais altos da proteina eosinofilica
catibnica. Mais recentemente, Kelly e cols. (KELLY et al., 2000),
demonstraram que a medida de algumas interleucinas na fase liquida do
escarro induzido pode ser afetada pelo uso do DTT e que isso pode ser
prevenido pela adi¢do de albumina.

1.4  CITOLOGIA DO ESCARRO INDUZIDO

A coloracdo das citospinas para a contagem celular diferencial do
escarro induzido, tanto na pesquisa como na préatica clinica, tem sido
feita utilizando a coloracdo May-Grinwald-Giemsa ou Wright-Giemsa.
Estas coloragdes fazem parte de um grupo chamado de “Coloracdes de
Romanowsky”.

O termo “Corante de Romanowsky” ¢ genérico para diferentes
familias de corantes compostas por solugdes de azul de metileno
policromético/azure B e eosina (HOROBIN, 2011). As metodologias
variam de acordo com as propor¢des dos componentes (tiazinas e
xantenos) presentes na formulacéo das solugdes corantes (MARSHALL,
BENTLEY E LEWIS, 1975). Apesar de amplamente usadas, essas
técnicas tem a desvantagem de demandarem de muito tempo para a
obtencdo de uma coloracdo aceitavel para a realizacdo das analises.

A coloracdo hematoldgica rapida, também baseada na técnica de
Romanowsky (LABORCLIN, 2005) utiliza reagentes similares, mas o
tempo de coloracdo é consideravelmente menor. Esta metodologia
utiliza trés solucdes de forma sequencial: a primeira é um agente fixador
composto por metanol e corante triarilmetano; a segunda é composta por
xantenos, solucdo tampdo e azida sodica (solucdo eosinofilica); e a
terceira € uma mistura de tiazinas em uma solucdo tampédo (solucdo
basofilica). Essa coloracdo tem sido amplamente utilizada em
laboratérios de hematologia para realizacdo do hemograma. Além disso,
¢ uma alternativa para a coloracdo de Papanicolau (KELLOGG et al.,
1996) na deteccéo de C. trachomatis e para a avaliagdo da qualidade de
amostras endocervicais. Esta coloracdo também pode ser utilizada para a
detecgdo de Pneumocistis Carinii em amostras de escarro induzido e
lavado alveolar (CREGAN et al., 1990).

Na Tabela 1 estdo apresentados os tipos celulares e a coloragédo
que suas estruturas adquirem de acordo com o método da coloragcdo
hematoldgica rapida (Pan6tico) ou May-Griinwald-Giemsa
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Tabela 1. Coloracéo celular e de suas estruturas de acordo com o método
de coloracao.

Tipo celular Coloragéo May-Grunwald-
hematolégica rapida Giemsa
(Panotico)
Eritrdcitos Azul-Rosa Rosa
Plaquetas Roxo Roxo
Neutrofilos Nucleo azul/roxo, Nucleo roxo,
citoplasma rosado e citoplasma rosa e
granulos roxos granulos roxos
Eosindfilos Nucleo azul/roxo, Nucleo roxo,
citoplasma azulado e citoplasma rosa e
granulos vermelhos granulos vermelhos
Linfécitos Nucleo roxo e Nucleo roxo e
citoplasma azulado citoplasma azulado
Monécito/Macréfago Ndcleo violeta, Ndcleo violeta,
citoplasma azul-claro citoplasma azul

acinzentado

Adaptado de Marshall e cols (Marshall, Bentley e Lewis, 1975).

Outros métodos usados na citologia do escarro incluem
coloragBes como o Oil Red e Sudan Black para determinar a presenca de
inclus@es lipidicas no interior dos macréfagos (PARAMESWARAN et
al., 2000), azul de toluidina para identificar células metacromaticas
(basofilos e mastocitos) (GAUVREAU et al., 2000), azul da Prassia
para identificar a presenca de hemossiderina no interior dos macréfagos
(ROY et al., 2001) e o uso de imunohistoquimica (LEMIERE et al.,
2001).

1.5 VALORES NORMAIS DA CELULARIDADE DO ESCARRO

Os valores normais da celularidade do escarro estdo bem
determinados, podendo ocorrer variagdes regionais (PAVORD et al.,
1997; BELDA et al., 2000; SPANEVELLO et al., 2000; ARAUJO et
al., 2011; VERAS et al., 2011). Assim, é recomendavel que laboratérios
de diferentes regibes estabelecam seus valores de normalidade. No ano
2000, foram publicados valores normais para a citologia de escarro
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induzido em adultos saudaveis, residentes em Hamilton, Ontario Canada
(BELDA et al., 2000). Este estudo mostrou predominio de macréfagos e
neutréfilos com eosinéfilos ausentes ou em percentuais muito baixos
(Tabela 2).

Tabela 2. Valores normais para citologia de escarro em adultos.

Tipo celular Média 2 desvios  Mediana  Percentil
90
Macroéfago 58.8 100.8 60.8 86.1
Neutrofilo 375 77.7 36.7 64.4
Células 1.6 94 0.3 4.4
Broncoepiteliais
Linfocitos 1.0 3.2 0.5 2.6
Eosinofilos 0.4 2.2 0.0 1.1
Células 0.0 0.1 0.0 0.04

metacromaticas

Adaptado de Belda et al., 2000 (Belda et al., 2000).

Um estudo publicado recentemente (ARAUJO et al.,, 2011)
avaliou a seguranca, sucesso e o perfil celular do escarro em criangas
com asma (n=34) e controles (n=24). O procedimento teve alta taxa de
sucesso na coleta tendo sido observado uma diferenga significativa no
perfil celular entre criancas asmaticas e saudaveis. Chama atencdo a
maior proporcdo de neutrofilos em relacdo aos macréfagos, o que ndo
tem sido observado em adultos. Os valores obtidos no escarro de
criancas saudaveis estdo representados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores obtidos na citologia de escarro em criangas saudaveis

Parametro Média Intervalo

Contagem celular total (x 0.34 0.18 - 0.62
10%/mL)

Neutrdéfilos (%6) 41.9 25.0-62.0

Eosindfilos (%) 0.7 00-1.4
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Linfocitos (%) 3.0 2.3-5.3
Macrdéfagos (%0) 29.0 19.8-42.6
Células metacromaticas 0.0 0.0-0.0
(%)
Células broncoepiteliais 11.8 3.6-21.9
(%)

Adaptado de AradGjo et al., 2011 (Araujo et al., 2011).

Em 2011, foi publicado um estudo realizado na cidade de
Florianopolis, Santa Catarina que buscou estabelecer valores de
referéncia para amostras de escarro de 88 individuos saudaveis (VERAS
et al., 2011). Os resultados deste estudo mostraram predominancia de
macréfagos, com percentuais de neutréfilos inferiores aos anteriormente
publicados (Tabela 4).

Tabela 4. Valores para citologia de escarro em adultos saudaveis em
Florianopolis

Contagem Média  Mediana(ll) Percentil  Percentil
diferencial (DP) 10 90
Eosindfilos 0,1(0,3) 0 (0) 0 0,5
Neutrofilos 234 21,7 (21,0) 6,9 41,3
(14.3)
Macrofagos 68,4 71,0 (17,9) 4,7 86
(14,7)
Linfécitos 3,1(2,4) 3,0(3,0) 0 6,5
Células 5,2(7,9) 2,8(4,9) 0,5 13,3

broncoepiteliais

Adaptado de Veras et al., 2011 (Veras et al., 2011).
DP = desvio-padréo
Il = intervalo interquartilico

1.6  UTILIDADE DO EXAME DO ESCARRO

A metodologia de analise do escarro é util em diversas doengas
inflamatdrias das vias aéreas (PAVORD et al., 2002) sendo atualmente
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considerada como essencial para a fenotipagem, do ponto de vista
inflamatdrio, dessas doencas e para prever resposta ao tratamento,
exacerbagdes e perda acelerada da funcdo pulmonar (JATAKANON,
LIM E BARNES, 2000). Assim, por exemplo, a resposta terapéutica a
corticoides inalatdrios (Cls) varia consideravelmente de acordo com a
guantidade de eosinofilos no escarro (PAVORD et al., 1999). Além
disso, em asmaticos sintomaticos, apesar do tratamento com Cls, o
percentual de eosindfilos no escarro é importante na escolha do
tratamento adicional (KIPS et al., 2000), e para o ajuste da dose
medicamentosa (MORITZ et al., 2008). O percentual de eosindfilos no
escarro de individuos com DPOC também tem valor preditivo para a
resposta ao tratamento com Cls, podendo ser utilizado como teste de
triagem para defini¢do da conduta terapéutica nestes casos (PAVORD et
al., 2002). Qutras utilidades do exame do escarro induzido incluem o
diagnostico da bronquite eosinofilica (BRIGHTLING et al., 1999), a
ocorréncia de  microaspiragdo de conteldo  gastroesofagico
(PARAMESWARAN et al., 2000) e a definicdo de causas de tosse
cronica.

1.7 JUSTIFICATIVA

A andlise do escarro induzido, apesar de ser considerada padrao-
ouro para a avaliagdo da inflamacdo das vias aéreas de forma
minimamente invasiva, € um método muito laborioso, que demanda
tempo e pessoal altamente treinado para a sua realizacdo, o que faz com
gue ele seja pouco utilizado na pratica clinica. Além do tempo
necessario para a coleta, o processamento da amostra, que deve ser
realizado em até duas horas ap6s a obtencdo do material, envolve
diversos passos, entre eles selecdo, diluigdes, pesagens e contagens,
além do longo tempo necessario para a coloracdo final. Por exemplo,
alguns individuos ndo conseguem fornecer uma amostra aceitavel para o
exame do escarro devido a contaminagdo por saliva, e a identificacéo
desse tipo de escarro requer treinamento especifico (PAVORD et al.,
1997). Além disso, somente o tempo para a coloracdo pode levar até 34
minutos. O encurtamento do tempo total de processamento seria muito
importante para maior viabilidade da metodologia.

Atualmente, existem Kits que padronizam o processamento do
escarro, porém esses kits tem a desvantagem do custo elevado, sem
diminuir o tempo de processamento (PIZZICHINI, PIZZICHINI E
HARGREAVE, 2004). A automacdo para a anélise do escarro induzido
seria uma alternativa para reduzir o tempo requerido, mas até o presente,
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isso tem sido impossibilitado pela presenca de células ndo circulantes,
como por exemplo macréfagos, células escamosas e broncoepiteliais.
Uma forma de diminuir o tempo e 0s custos do processamento do
escarro seria o uso da coloracdo hematoldgica rapida. Por esse motivo, a
validacdo dessa metodologia é importante para paises em
desenvolvimento, tais como o Brasil.

A coloracdo May-Grunwald-Giemsa utilizada pelo Servico de
Analises Clinicas do Hospital Universitario da Universidade Federal de
Santa Catarina (HU/UFSC) atualmente, é realizada pelo equipamento
automatizado Sysmex SP1000i™ (Sysmex CO.), e tem um custo
aproximado de R$1,00 por citospina. Quando comparado com a
coloracdo hematoldgica rapida (corante pan6tico), o custo da coloragdo
padrdo ¢ significativamente mais alto, uma vez que o custo aproximado
do corante panético é de R$ 0,05 por l1amina.

Com a utilizacdo da coloracdo hematoldgica rapida, pretende-se
diminuir o tempo de andlise em até 32 minutos, facilitando a utilizagéo
da técnica na prética clinica e otimizando o processo como um todo.
Além disso, a forma simplificada de coloracdo e seu baixo custo
possibilitam sua utilizacdo em laboratérios de médio e pequeno porte.
Contudo, antes de aplicar esta técnica para a coloracdo do escarro
induzido, é necessario examinar sua confiabilidade.
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2 HIPOTESES
21 HIPOTESE NULA: Hy: P # P

p = coeficiente de correlagdo intra-classe (CCI) da coloragéo
May-Griinwald-Giemsa,

po = CCl da coloragdo hematoldgica rapida (panotico).

2.2 HIPOTESE ALTERNATIVA: Hy: P =P
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a confiabilidade da coloracdo hematoldgica rapida
para a andlise celular do escarro induzido visando a diminuicdo do
tempo e custo do processamento das amostras.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a confiabilidade das contagens celulares entre
observadores e intra-observador para os dois tipos de coloracao.

e Avaliar o grau de concordancia na deteccdo de escarro
eosinofilico (eosinofilos > 3,0%) e de escarro neutrofilico
(neutrofilos > 64,0%) entre observadores e intra-observador
para os dois tipos de coloragdo.
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4 METODOS
4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo transversal para validar uma técnica alternativa de
coloracéo das citospinas do escarro induzido. Para tanto foi comparada a
técnica padrdo (May-Grinwald-Giemsa) com a coloracdo hematoldgica
rapida (pelo corante panético). Ap6s processamento do escarro induzido
foram produzidas quatro citospinas das quais duas foram coradas pelo
método padrdo e as outras duas foram coradas pelo método do estudo.
As citospinas foram lidas independentemente, por duas bioguimicas (JG
e SCF) com treinamento em hematologia e qualificadas para a leitura do
escarro induzido. As leituras foram feitas em citospinas codificadas
impedindo que os leitores das Iaminas identificassem seus respectivos
pares ou resultados de leituras anteriores.

42 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no NUPAIVA, localizado no Hospital
Universitario (HU) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
O processamento das amostras foi realizado no laboratério do Programa
de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Médicas, e as coloracBes e contagens
das citospinas foram realizadas no laboratério de Hematologia do
Servico de Andlises Clinicas (HU/UFSC).

43 ASPECTOSETICOS

O estudo realizado foi devidamente aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC através do Certificado
n® 2093 (Processo: 2093 e FR: 437236), emitido em 28/11/2011
(ANEXO I). Todos os participantes assinaram o devido “Consentimento
Informado” apés explicagio detalhada do estudo (APENDICE ).

44 TAMANHO DA AMOSTRA
O tamanho da amostra foi estimado conforme o célculo amostral

para analise de CCIl (p) proposto por Walter SD e cols (WALTER,
ELIASZIW E DONNER, 1998). O célculo foi feito considerando os
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seguintes parametros (1) dois observadores, (2) com uma diferenca entre
CCls de 0.1, (3) a (dois lados) = 5% e, (4) p de 20% (poder de 80%). A
amostra foi estimada em 49 participantes. Para obter maior variabilidade
na contagem celular diferencial foram escolhidos trés grupos de
participantes: portadores de asma (Grupo I), DPOC (Grupo II) e
participantes higidos sem sintomas respiratorios (Grupo Il1). O tamanho
final da amostra foi de 60 participantes antecipando uma perda de 20%
por falha na inducéo do escarro.

45 PARTICIPANTES

Os participantes foram selecionados no Ambulatério de
Pneumologia do HU/UFSC e de outros servicos de pneumologia da
cidade de Floriandpolis. A sele¢cdo dos mesmos ocorreu de forma
sequencial e quando das visitas ambulatoriais a esses servigos. Todos 0s
participantes foram voluntérios e preencheram os critérios pré-
estabelecidos de incluséo e exclusdo abaixo discriminados:

451 Critérios de inclusdo

Asmaticos (Grupo I)

a) Asmaticos adultos com idade superior a 18 anos e que
apresentem asma ndo controlada caracterizada por um
escore do Questionario de Controle da Asma (ACQ)
(JUNIPER et al., 1999) superior a 1.7 unidades na Gltima
semana e confirmados objetivamente (nos ultimos 3 anos)
por limitacdo reversivel ao fluxo de ar (aumento do Volume
Expirado Forcado no primeiro segundo (VEF1) > 12% e
superior a 200ml apds a inalacdo de broncodilatador de
curta duracdo) nos participantes com limitacdo ao fluxo de
ar das vias aéreas (VEF1 /Capacidade Vital Forcada (CVF)
<0,7);

b) Nunca terem fumado ou ndo fumantes por mais de um ano
e com historia de tabagismo menor que dez magos/ano;

c) Livres de infeccdo viral das vias aéreas nas Ultimas quatro
semanas;

d) Capazes de produzir escarro induzido;

e) Capazes de fornecer consentimento informado antes do
estudo.




39

DPOC (Grupo I1)

a)

b)
c)

d)

Homens ou mulheres com idade superior a 40 anos e
histéria de sintomas respiratorios associados a obstrucao
moderada ou grave ao fluxo de ar (VEF; < 50% do
previsto com um VEF/CVF < 0.7) das vias aéreas;

Em uso de qualquer tipo de medicacdo para DPOC,;
Historia de tabagismo importante (atual ou prévia) com
uma carga tabagica > 20 magos/ano;

Livres de infecgdo respiratéria no Gltimo més;

Capazes de produzir escarro induzido;

Capazes de fornecer consentimento informado antes do
estudo

Assintomaticos para doencas respiratorias (Grupo 111)

a)
b)

c)

d)
e)

Caracterizados pela auséncia de sintomas respiratorios e
confirmados objetivamente por espirometria normal;
Nunca terem fumado ou ndo fumantes por mais de dois
anos e com historia de tabagismo menor que cinco
macos/ano;

N&o estarem utilizando nenhuma medicacdo sistémica e
estarem livres de infeccdo respiratéria nas Gltimas quatro
semanas;

Capazes de produzir escarro induzido;

Capazes de fornecer consentimento informado antes do
estudo.

45.2 Critérios de Excluséo:

a)
b)

c)
d)

Infeccao respiratdria nas Gltimas quatro semanas;

Outras doencas pulmonares conhecidas (fibrose cistica,
pneumonia, etc.);

Doencas graves de outros aparelhos ou sistemas ou uso
de medicacGes que possam confundir os resultados;
Mulheres gravidas.
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4.6 PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Os participantes que preencheram todos os critérios de inclusédo e
nenhum dos critérios de exclusdo foram convidados a participar do
projeto de pesquisa. O estudo foi detalhadamente explicado e o0s
participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE). Os participantes foram submetidos aos procedimentos descritos

abaixo:

a)

b)

Os dados demograficos foram registrados em um
questionario estruturado e incluiram idade, sexo, raca,
peso, altura, data do diagnéstico de asma bronquica ou
DPOC, inicio do tratamento especifico para a asma ou
DPOC e co-morbidades ;

Espirometria pré e pds broncodilatador foi realizada de
acordo com as especificacbes da American Thoracic
Society  (ATS, 1995) em um  espirbmetro
computadorizado (Koko Spirometer, PDS
Instrumentation, Louisville, USA). Os valores previstos
da normalidade sdo os publicados por Crapo e cols.
(CRAPO, MORRIS E GARDNER, 1981);

Induco do escarro de acordo com a metodologia
descrita por Pizzichini e cols. (PIZZICHINI et al., 1996).
Em sintese, o procedimento foi iniciado ap6s uma
espirometria pré e pés-broncodilatador para obtencéo dos
valores basais. A inducdo do escarro implicou na
inalacdo de um aerossol de solucdo salina isotdnica
(0,9%) seguida por solucdo salina hipertdnica (3, 4 e
5%), produzido por um nebulizador ultrassénico Fisoneb
(Canadian Medical Products Ltd., Markham, Ontario). A
inalagdo do aerossol foi mantida por um ou dois minutos,
de acordo com a gravidade da broncoconstricdo presente
antes do procedimento, seguida pela mensuragdo do
VEF,. Os participantes foram orientados a enxaguar a
boca, engolir a 4gua e assoar 0 nariz para diminuir a
contaminagcdo com saliva ou descarga pés-nasal. A
seguir, foram instruidos a tossir e depositar o escarro em
um recipiente limpo. Esses procedimentos foram
consecutivamente  repetidos, = aumentando-se  a
concentracdo da solucdo a cada sete minutos, até
completar 21 minutos ou até que ocorresse uma queda do
VEF; igual ou superior a 20%.
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d) O processamento do escarro foi realizado dentro de duas
horas de acordo com a técnica descrita por Pizzichini e
cols. (PIZZICHINI et al., 1996). Inicialmente, as porcbes
densas do material expectorado foram selecionadas a
olho nu ou, se necessario, sob visualizacdo através de um
microscopio invertido, utilizando-se um férceps para
separar 0 escarro da saliva. A fracdo selecionada foi
colocada em um tubo de poliestireno e tratada com
quatro vezes o seu volume de ditiotreitol (DTT) a 0,1%
(Sputalysin 10%; Calbiochem Corp., San Diego, CA).
Esta mistura foi agitada por 15 segundos e
consecutivamente aspirada e ejetada através de uma
pipeta de Pasteur. O tubo de poliestireno foi entdo
colocado em um agitador de mesa (Dade Tube Rocker;
Baxter Diagnostics Corporation, Miami, FL) e agitado
por 15 minutos. Para sustar o efeito do DTT sobre a
suspensdo de células, foi adicionada solucdo salina
tamponada em fosfato de Dulbecco (D-PBS) em
guantidade correspondente a quatro vezes o0 volume
inicial de escarro selecionado. A suspensao resultante foi
filtrada em um filtro de nailon com microporos de 48um
(BBS Thompson, Scarborough, Ontario) para remover 0s
restos celulares e 0 muco ndo dissolvido. Em seguida, foi
realizada a contagem celular total de leucdcitos,
excluindo-se as células escamosas utilizando-se um
hemocitdmetro de Neubauer modificado. A viabilidade
celular foi determinada através do método de exclusdo
pelo trypan blue (as células mortas aparecem em azul).
Sessenta a oitenta microlitros da suspensdo, ajustada para
1.0 x 10%/mL, foram colocados em recipientes para uma
citocentrifuga  Shandon Ill  (Shandon  Southern
Instruments, Sewickley, PA) e quatro citospinas
codificadas foram preparadas a 450rpm por 6min.
Depois de secar ao ar livre, duas citospinas foram
coradas pelo corante de May-Grinwald-Giemsa e duas
citospinas coradas pelo corante do estudo (coloracdo
hematoldgica rapida) para a contagem diferencial de
células, sendo que 400 células ndo escamosas foram
contadas na lamina de melhor qualidade de cada
coloragdo. Os dois leitores foram cegados para as
caracteristicas clinicas dos pacientes e as laminas



codificadas, impossibilitando a identificacdo dos
respectivos pares de citospinas ou acesso a resultados
anteriores.

A coloracdo de May-Griinwald-Giemsa foi realizada pelo corador
automatizado Sysmex SP1000i™ (Sysmex CO.). Nesse método as
laminas foram fixadas por imersdo em metanol P.A. durante 5-10
minutos, seguindo-se a imersdo em solucdo de corante de May-
Grinwald durante 3 minutos, e posteriormente em solucdo de May-
Grinwald diluida (1:1) por 3 minutos. Logo ap6s, as laminas foram
imersas, durante 15 minutos, em solucdo de corante Giemsa fresca,
diluida 1:10 e posteriormente secas. O procedimento completo durou
cerca de 34 minutos (Figura 1).

Figura 1. Citospinas de escarro induzido coradas pela coloragdo de May-
Grunwald-Giemsa.

Figura 1A mostra macréfagos com inclusdes de fumante, neutréfilos e linfécito.
A Figura 1B mostra neutrofilos, macréfago, linfocito e célula broncoepitelial. A

figura 1C mostra neutréfilos, macrdfago e eosinofilo. Figura 1D mostra
neutréfilos e macréfago.
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A coloragdo hematoldgica réapida foi feita manualmente. O
processo iniciou com a imersdo das laminas na solucéo n°1 (solucédo de
triarilmetano a 0,1%) mantendo um movimento continuo para cima e
para baixo por 5 a 10 segundos (5 a 10 imersdes de 1 segundo cada) e
deixando escorrer. Em seguida, as extensdes foram imersas na solucédo
n°2 (solucéo de xantenos a 0,1%), repetindo o mesmo procedimento do
corante n°1. Apo6s escorrer, as laminas foram imersas no corante n°3
(solucdo de tiazinas a 0,1%) e novamente repetido o procedimento
realizado nas duas solugdes anteriores. As laminas foram enxaguadas
com &gua destilada e deixadas ao ar livre para secagem (LABORCLIN,
2005). Esta técnica de coloragdo levou no maximo 2 minutos (Figura 2).

S
3 Figura 28

Figura 2. Citospinas de escarro induzido coradas pela coloragéo
hematoldgica rapida.

A Figura 2A mostra um eosindfilo, macréfagos e neutréfilos. Figura 2B mostra
macrdfagos com inclusdes de fumante e neutrofilos. Figura 2C mostra
neutrofilos e macrofagos. Figura 2D mostra neutréfilos, eosinéfilo, macréfago e
célula do epitélio salivar.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Dados de distribuicdo normal estdo resumidos em forma de
média e desvio padrdo. Dados de distribuicdo ndo normal estdo
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expressos como mediana e a amplitude do intervalo interquartil
(percentis 10 e 90). Varidveis categéricas estdo apresentadas como
percentuais. A confiabilidade do método estudado foi aferida pela
concordancia intra-observador (coloracdo padrdo versus coloragdo do
estudo) e entre observadores (coloracdo padrdo versus coloragdo do
estudo) para as contagens celulares dos dois métodos por meio do CCl e
graficamente apresentados de acordo com Bland-Altman (BLAND E
ALTMAN, 1995). A interpretacdo do CCI, foi baseada na classificacdo
proposta por Landis e Koch (LANDIS E KOCH, 1977) onde um CCI <0
indica “pobre confiabilidade”, de 0 a 0,20 “confiabilidade fraca”, de
0,21 a 0,4 “confiabilidade razoavel”, de 0,41 a 0,60 “confiabilidade
moderada”, de 0,61 a 0,8 “confiabilidade substancial, ¢ >0,81
“confiabilidade quase perfeita”. A concordancia na identificacdo de
escarro eosinofilico (eosinéfilos > 3%) (JAYARAM et al., 2006) e de
escarro neutrofilico (neutrofilos > 64%) (BELDA et al., 2000) entre
observadores e entre as duas coloragdes foi calculada usando o Kappa
estatitico e a interpretagcdo dos resultados foi baseada nos pontes de corte
propostos por Landis e Koch (LANDIS E KOCH, 1977). Diferencas
entre as caracteristicas dos grupos do estudo foram examinadas por
ANOVA e pelo teste de Bonferroni na andlise post hoc. Todos os testes
estatisticos foram bi-caudados e o nivel de significancia aceito foi de
5%. Todas as analises foram feitas usando o pacote estatistico SPSS —
Statistical Package for the Social Sciences for Windows, versdo 18.0
(SPSS Inc., Chicago, Il, EUA).
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5 RESULTADOS

O processo de inducédo do escarro foi realizado em 62 individuos,
dos quais 50 (80,6%) foram capazes de fornecer uma amostra adequada
para leitura. Doze amostras de escarro induzido foram consideradas
inadequadas devido a um ou mais dos seguintes fatores: (1) elevada
contaminagdo salivar (>20% de células escamosas), (2) baixa
viabilidade celular (< 50%) e/ou, (3) material insuficiente para a
confeccdo das citospinas. As caracteristicas demogréaficas, clinicas e
funcionais dos participantes cujo escarro foi estudado estdo apresentadas
na tabela 5. Os grupos foram distintos e bem caracterizados como
demonstrado pelas diferencas demograficas, clinicas e funcionais.

Tabela 5. Caracteristicas demograficas, clinicas e funcionais dos
participantes*.

Caracteristica Asma DPOC Controles p
n=21 n=19 n=10
Idade, anos 47,3 (22 - 62,8 (52 - 38,4(21-  p <0,001*",
68) 77) 58) p=0,2°
Género, 12 (57%) 05 (26,3%) 07 (70,0%) p=0,03
feminino
VEF, pré-BD,% 55,3 (11,9) 50,2(18,2) 102,2(7,8) p=0,1,
p<0,001%
VEF, p6s-BD,% 64,9 (11,7) 52,7 (18,2) 104,5(8,7) p=0,02%,
p<0,001°
VEF,/CVF pré- 58,3 (9,5) 52,5(13,8) 80,4 (50) p=0,4",
BD,%*** p<0,001°"
VEF,/CVF pés- 61,3(9,2) 532(144) 824(46) p= 0,06
BD,%*** p<0,001°"
A VEF, pés BD, 0,29(0,29)  0,07(0,09) 0,08 (0,08) p=0,003",
L p=0,02%,
p=1,0"
A VEF; pés BD, 19,1(17,6)  6,1(7.4) 2,5(2,4) p=0,005,
% p=0,002%,

p=1,0"
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*Qs dados de distribuicdo normal estdo expressos como média e desvio padrdo
ou minimo e maximo. Variaveis dicotdmicas estdo expressas como percentuais
exceto quando especificado de outra forma.

VEF; = Volume Expirado Forgado no primeiro segundo. CVF = Capacidade
Vital Forgada. ***QOs valores previstos para VEF, e CVF sdo os de Crapo e
cols.(Crapo, Morris e Gardner, 1981).

T = Asma vs. DPOC, § = Asma vs. Controle, § = DPOC vs. Controle

5.1 CELULARIDADE TOTAL E DIFERENCIAL DO ESCARRO
INDUZIDO

A Tabela 6 mostra a viabilidade celular e as contagens celular
total (CCT) e diferencial de cada grupo, obtidas pelo método padrdo. As
caracteristicas celulares do escarro induzido foram aquelas esperadas
para os diferentes grupos do estudo. Quando comparados com
portadores de DPOC e controles saudaveis, 0 escarro dos asmaticos
caracterizou-se por um percentual significativamente maior de
eosinofilos. Em contraste, o escarro dos portadores de DPOC apresentou
um aumento significativo da contagem celular total e do percentual de
neutréfilos do que o grupo controle. O grupo controle teve um
percentual significativamente maior de macrdfagos que os outros dois
grupos.

Tabela 6. Contagem celular total (CCT) e diferencial do escarro induzido*

Asma DPOC Controles p
n 21 19 10
Viabilidade,  g7,0(70,2; 90,4 (77,9; 74,2 p=0,01"
% 94,7) 96,8) (58,6;94,4)
CCT x 10  g3(32: 113(59; 55(27:157) p=0,01"
mg 18,6) 26,0)
Neutrofilos 56 (18,0; 76,5 (34,6 41,5 p=0,01"
% 86,7) 88,5) (13,3;86,0)
Eosindfilos % 23 (0,0; 0,3(0,0;33) 0(0,0;05  p=0,01"",
46,7) p<0,01°
Macrofagos 28 (6,3; 59,2) 20,7 56,8(124;  p=0,01",
% (10,7;54,0) 82,1) p=0,03",
Linfécitos %  10(0,2;2,7) 05(00;22)  085(0,2; NS

1,9)
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*expresso como mediana (10; 90 percentis)
T =asma vs. DPOC

§ = asma vs. Controle

1 = DPOC vs. controle

A Figura 3 mostra os percentuais de neutrofilos, eosindfilos e
macréfagos nos diferentes grupos do estudo. Na figura 4 a mediana dos
percentuais de neutrdfilos, eosindfilos e macréfagos, em toda a amostra
estudada, estdo separadas pelo tipo de coloracdo empregada. Observa-
se que ndo houveram diferencas entre as contagens das citospinas
coradas pelos dois métodos do estudo.
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Figura 3Celularidade diferencial no escarro induzido dos trés grupos do
estudo. .

Barras horizontais = medianas. Linhas verticais superiores = percentil 75.
Linhas verticais inferiores = percentil 25. Circulos = valores atipicos.
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Figura 4. Contagem celular diferencial (mediana) em citospinas coradas
com May-Grinwald-Giemsa (em verde) e pela coloracdo hematoldgica
rapida (em azul).

52 CONCOFSDANCIA ENTRE OBSERVADORES NA
AFERICAO DA CITOLOGIA DIFERENCIAL

Os resultados da analise da concordancia entre observadores na
contagem celular diferencial do escarro induzido em citospinas coradas
pelo método May-Griinwald-Giemsa estdo apresentados na Tabela 7 e
Figuras 5 a 7. Como pode ser observado, as medianas e percentis entre
0s observadores foram similares. Os CCls apontaram concordancia
guase perfeita para as leituras de eosinofilos, neutréfilos e macréfagos.
A concordancia para a leitura de linfécitos foi substancial. O mesmo
pode ser observado com relagdo as citospinas coradas pelo método da
coloracdo hematolégica rapida (Tabela 8). Novamente, as medianas e
percentis entre os observadores ficaram muito proximas, e os CCls
apontaram concordancia quase perfeita para as contagens de eosinéfilos,
neutréfilos, macrdfagos e linfécitos.
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Tabela 7. Concordancia entre observadores na contagem celular
diferencial* do escarro induzido em citospinas coradas pelo método May-
Griinwald-Giemsa

Tipo Celular Observador 1 Observador 2 CClI

Neutrofilos 65,5 (19,9; 87,2) 64,3(22,2;83,9) 0,99 (0,99; 1,0)
%

Eosinofilos 0,4 (0,0; 15,7) 0,8(0,0; 17,7) 1,0 (0,99; 1,0)
%

Macréfagos 26,7 (10,8; 66,8) 27,2 (13,1;67,6) 0,98 (0,96; 0,99)
%

Linfocitos % 1,0 (0,0; 2,2) 08(0,0;2,2) 0,76 (0,58; 0,87)

*mediana e percentis 10 e 90

Tabela 8. Concordancia entre observadores na contagem celular
diferencial* do escarro induzido em citospinas coradas pelo método da
coloracdo hematoldgica répida

Tipo Celular Observador 1 Observador 2 CCI**

Neutrofilos 63,4 (19,9;81,7) 62,5 (19,3; 80,4) 0,99 (0,98;1,00)
Eosindfilos 07(0,0;13,0)  1,00(0,0;154) 1,0 (0,99; 1,00)
Macréfagos 27,3 (14,0;655) 27,9 (15,5;61,7) 0,99 (0,99; 1,00)
Linfocitos 0,7 (0,0; 3,0) 1,0(0,0;2,6) 0,83 (0,71;0,91)

*mediana e percentis 10 e 90, **CClI e intervalo de confianca de 95%
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Figura 5. Reprodutibilidade entre observadores dos percentuais de
neutrdéfilos no escarro induzido em citospinas coradas por May-Griinwald-
Giemsa como proposto por Bland e Altman (BLAND E ALTMAN, 1995).
As plotagens se referem as diferengas entre as leituras dos observadores
1 e 2 (eixo Y) em relagdo a média das leituras dos observadores 1 e 2
(eixo X). A linha interrompida central indica auséncia de diferencas e as
linhas interrompidas periféricas indicam dois desvios padrfes da média
das diferencas. CCI = coeficiente de correlacdo intraclasse.
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Giemsa como proposto por Bland e Altman (BLAND E ALTMAN, 1995).
Legendas conforme figura 5.
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5.3 CONCORDANCIA DA CITOLOGIA DIFERENCIAL INTRA-
OBSERVADOR

Os valores do coeficiente de correlagdo intraclasse para 0s
observadores 1 e 2 na contagem celular diferencial dos pares de
citospinas coradas pelos dois métodos do estudo, indicaram uma
concordancia intra-obsevador quase perfeita para neutrofilos, eosindfilos
e macrofagos (Tabela 9). A concordancia dos observadores 1 e 2, nas
contagens de linfécitos, foi substancial. As concordancias intra-
observador, na contagem dos neutréfilos, eosinéfilos e macrofagos,
estdo exemplificadas nas figuras 8 a 10.
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Tabela 9. Concordancia intra-observador entre as contagens celulares
realizadas em citospinas coradas por May-Griwald-Giemsa e pela
coloracdo hematoldgica rapida

Tipo celular Observador 1 Observador 2

Neutrofilos 0,97 (0,95; 0,98) 0,97 (0,94; 0,98)
Eosinofilos 0,99 (0,98; 0,99) 0,98 (0,96; 0,99)
Macréfagos 0,96 (0,94; 0,98) 0,96 (0,93; 0,98)
Linfécitos 0,75 (0,55; 0,86) 0,65 (0,38; 0,80)

*CCl e intervalo de confianca de 95%
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Figura 8. Reprodutibilidade intra-observador na contagem diferencial dos
neutréfilos no escarro induzido em citospinas coradas por May-Griinwald-
Giemsa e pelo método hematoldgico rapido, mostrado como proposto por
Bland e Altman (BLAND E ALTMAN, 1995).
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As plotagens se referem a diferenca entre as leituras das citospinas coradas
pelos dois métodos do estudo (eixo Y) em relagdo a média das leituras feitas em
cada citospinas (eixo X). A linha interrompida central indica auséncia de
diferengas e as linhas interrompidas periféricas indicam dois desvios padrdes da
média das diferengas. CCI = coeficiente de correlagéo intraclasse.
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Figura 9. Reprodutibilidade intra-observador na contagem diferencial dos
eosindfilos no escarro induzido em citospinas coradas por May-Griinwald-
Giemsa e pelo método hematoldgico rapido, mostrado como proposto por
Bland e Altman (BLAND E ALTMAN, 1995).

Legendas conforme Figura 8.
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Figura 10. Reprodutibilidade intra-observador na contagem diferencial dos
macro6fagos no escarro induzido em citospinas coradas por May-Grunwald-
Giemsa e pelo método hematoldgico rapido, mostrado como proposto por
Bland e Altman (BLAND E ALTMAN, 1995)

Legendas conforme figura 8.

54 CONCORDANCIA ENTRE OBSERVADORES E INTRA-
OBSERVADOR NA IDENTIFICACAO DE ESCARRO
EOSINOFILICO E NEUTROFILICO

A concordancia entre observadores na identificacdo de escarro
eosinofilico e neutrofilico em citospinas coradas pelos dois métodos do
estudo foi de substancial a quase perfeita, conforme demonstrado nas
tabelas 10 e 11. No entanto, observa-se que a concordancia intra-
observador, embora considerada substancial, foi inferior do que aquela
entre observadores.
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Tabela 10. Concordéancia entre observadores para identificagdo de escarro
eosinofilico e neutrofilico na avaliacdo de laminas coradas pelos dois
métodos do estudo.

Coloracao Tipo de escarro Kappa p
Hematol6gica Eosinofilico 1,0 <0,001
Rapida

Neutrofilico 1,0 <0,001
May-Grinwald- Eosinofilico 0,905 <0,001
Giemsa

Neutrofilico 0,960 <0,001

Tabela 11. Concordancia intra-observador para identificacdo de escarro
eosinofilico e neutrofilico na avaliacdo de laminas coradas pelos dois
métodos do estudo.

Tipo de escarro Kappa p
Observador Eosinofilico 0,746 <0,001
1
Neutrofilico 0,801 <0,001
Observador Eosinofilico 0,758 <0,001
2
Neutrofilico 0,760 <0,001
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram que citospinas coradas
pelo método de May-Griinwald-Giemsa e com o corante hematoldgico
rapido permitem contagens celulares semelhantes com elevados indices
de concordancia intra-observador e entre observadores. Estes resultados
demonstram a confiabilidade do método da coloracdo hematoldgica
rapida no processamento do escarro induzido. Isto é relevante porque o
método da coloracdo hematoldgica rapida é mais simples, permite a
reducdo no tempo de processamento do escarro sem prejudicar a
qualidade da amostra, além de ser consideravelmente mais barato.

Este estudo foi o primeiro a analisar a confiabilidade do método
da coloragdo hematoldgica rapida para citologia do escarro induzido,
comparando-o com um método de coloracdo tradicional, o0 método de
May-Grinwald-Giemsa. A andlise da  confiabilidade ou
reprodutibilidade dos resultados é importante para confirmar a acuracia
dos resultados obtidos usando a coloracdo hematoldgica répida. No
presente estudo, a andlise da confiabilidade da coloragcdo hematoldgica
rapida foi testada usando duas estratégias distintas.

A primeira estratégia foi o calculo do CCI realizado para as
contagens celulares por dois observadores independentes cegados para a
identificacdo das citospinas. Embora as coloragbes utilizadas no
presente estudo pudessem ser identificadas pelo aspecto da citospina,
codigos diferenciados foram usados para impedir a identificacdo dos
respectivos pares de citospinas. Estudos anteriores (EFTHIMIADIS,
1995; SPANEVELLO et al., 1997; WARD et al., 1999) j& haviam
demonstrado que a concordancia intra-observador e entre observadores
nas contagens de citospinas coradas com Wright-Giemsa e May-
Grunwald-Giemsa podia ser considerada perfeita, mas que isso dependia
do grau de contaminag&o salivar destas citospinas (WARD et al., 1999).
Os resultados do presente estudo usando a coloracdo hematoldgica
rapida estdo alinhados com estas publicagdes.

A segunda estratégia foi examinar a confiabilidade da coloragéo
hematoldgica rapida na identificacdo de escarro eosinofilico e de escarro
neutrofilico. Isso é relevante em funcdo do emprego do exame de
escarro na préatica clinica para fenotipar a asma grave, predizer a
resposta ao tratamento e diminuir o nimero de exacerbagdes da asma
por meio do controle da inflamagéo eosinofilica.

A analise da concordancia entre os dois métodos de coloracdo, na
identificagdo de escarro eosinofilico ou neutrofilico, realizada por um
mesmo observador (intra-observador) indicou que esta era substancial.
Além disso a concordancia entre observadores, na identificacdo de
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escarro eosinofilico ou neutrofilico, foi quase perfeita. Esses resultados
novamente demonstram a confiabilidade da coloracdo hematoldgica
rapida, por demonstrar a acuracia na identificacdo dos diferentes
fenétipos inflamatorios.

Contudo, os resultados também mostraram que concordancia na
identificacdo dos fenotipos foi maior entre observadores do que intra-
observador. Esta diferenga poderia ser explicada pela presenca de
variabilidade do contetido celular entre as citospinas coradas pelos dois
métodos do estudo. Embora a concordancia intra-observador tenha sido
substancial, este resultado em particular, sugere cautela e necessidade de
estudos posteriores para identificar a razdo desta variabilidade.

A reprodutibilidade das contagens diferenciais de leucdcitos entre
observadores em amostras de escarro induzido j& havia sido relatada
anteriormente (EFTHIMIADIS, 1995; SPANEVELLO et al., 1997,
WARD et al., 1999). Em 1997, Spanevello e cols. obtiveram alto indice
de reprodutibilidade entre as leituras de observadores distintos, para
todos os tipos celulares estudados. Esse mesmo trabalho encontrou um
menor indice de concordancia para os linfdcitos, quando comparado
com os demais tipos celulares. A menor concordancia para 0s
percentuais de linfdcitos foi considerada consequéncia da presenca de
um percentual muito pequeno desse tipo celular nas amostras de escarro
induzido. No presente estudo também encontramos menor concordancia
entre as contagens de linfocitos, porém, isso ndo foi enfatizado devido
ao fato conhecido de que essas variagbes ndo tem relevancia clinica.

Dados publicados em 1999 por Ward e cols. (WARD et al.,
1999), mostraram uma boa reprodutibilidade entre diferentes
observadores para as contagens de neutréfilos, eosindéfilos e macréfagos
sendo que, novamente, a reprodutibilidade para as contagens de
linfocitos foi menor. Estes autores justificaram o menor indice de
reprodutibilidade ndo apenas a escassez dos linfécitos nas amostras, mas
também & dificuldade no reconhecimento destas células. Além disso,
Ward e cols. (WARD et al., 1999) confirmaram os resultados de
publicacdes anteriores (EFTHIMIADIS, 1995), demonstrando que a
reprodutibilidade da anélise diferencial da celularidade do escarro
induzido é afetada pela contaminacéo salivar e baixa viabilidade celular.
No presente estudo, amostras com contaminagéo salivar >20% ou com
viabilidade < 50% foram consideradas inadequadas para analise.

Métodos de refinamento do exame do escarro em muito
contribuiram para a sua acuracia e reprodutibilidade (EFTHIMIADIS et
al., 2002). Contudo, os estudos anteriores focaram predominantemente
nas etapas anteriores a obtengdo das citospinas e da fase liquida do
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escarro (POPOV et al., 1995; PIZZICHINI et al., 1996; EFTHIMIADIS
etal., 1997; KELLY et al., 2000).

Em 2003, foi publicado um estudo que comparou os resultados e
custos de trés técnicas de andlise do escarro induzido (SARAIVA-
ROMANHOLO et al., 2003). As metodologias variavam entre (1) a
confeccdo do esfregaco a partir do escarro sem o tratamento com o
DTT, (2) confeccdo de esfregaco do escarro tratada com DTT e (3)
confeccdo de citospinas do escarro tratado com DTT. Apesar das
primeiras duas técnicas reduzirem o tempo e custo da analise do escarro,
o coeficiente de correlagdo de Spearman pode ser considerado
inadequado para esse tipo de analise, e variou de r = 0,57 a 0,64 para
eosinofilos e r=0,51 ar = 0,57 para neutrofilos (p < 0,01). O trabalho
concluiu que a técnica que utiliza laminas confeccionadas com
citospinas de amostras tratadas com o DTT é a mais indicada para fins
de pesquisa e em centros especializados (SARAIVA-ROMANHOLO et
al., 2003).

Um dos aspectos que previne 0 uso mais disseminado do escarro
induzido é a complexidade e o tempo de processamento das amostras.
Dois estudos anteriores tentaram reduzir a complexidade do
processamento das amostras (PIZZICHINI, PIZZICHINI E
HARGREAVE, 2004; CHABOILLEZ et al., 2013), ambos usando o
dispositivo Accufilter® porém sem reducdo dos custos. O Accufilter®
seria uma alternativa para a padronizacdo do processamento do escarro
induzido e consiste em um kit com um tubo para a pesagem e tratamento
do escarro induzido selecionado da saliva, acoplado a um filtro e um
tubo receptor, além do DTT, solucdo salina e trypan blue. Um estudo
publicado recentemente (CHABOILLEZ et al., 2013), procurou
determinar a validade do uso do dispositivo Accufilter® para a andlise
do escarro comparando-o com a metodologia tradicional. Os resultados
do estudo geraram CCls que indicam uma boa reprodutibilidade entre as
metodologias para as contagens de eosinofilos e neutrofilos, entretanto,
os indices apontaram diminuicéo na viabilidade celular, CCT e aumento
no percentual de células epiteliais escamosas com a utilizacdo do
Accufilter®.

O presente estudo também nos permite avaliar a validade da
contagem celular diferencial realizada em citospinas coradas pelos dois
métodos uma vez que houveram diferengas significativas entre os trés
grupos estudados. Esses grupos foram representativos de asma, DPOC e
individuos saudaveis tanto do ponto de caracteristicas demograficas e
funcionais (espirométricas), bem como do ponto de vista de celularidade
no escarro induzido. Os resultados do presente estudo estdo alinhados
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com os inimeros trabalhos anteriormente publicados demonstrando que
0 escarro dos pacientes portadores de asma é rico em eosinofilos
(GIBSON et al., 1989; PIZZICHINI et al.,1996; HUNTER et al., 2002;
PAVORD et al, 2002; DJUKANOVIC E STERK, 2004
HARGREAVE E PARAMESWARAN, 2006; JAYARAM et al., 2006),
0 que contrasta com o escarro de pacientes portadores de DPOC, que é
predominantemente neutrofilico (PAVORD et al., 1997; PAVORD et
al., 2002; DJUKANOVIC E STERK, 2004; MENEZES et al., 2005;
O'DONNELL et al., 2008; WHO, 2013). Além disso, em concordancia
com os valores normais da celularidade do escarro induzido ja
publicados (BELDA et al., 2000; SPANEVELLO et al., 2000; VERAS
et al., 2011), o grupo controle teve uma maior porcentagem de
macréfagos em relagdo aos demais.

Em sintese, o elevado grau de concordéncia nas contagens
celulares de citospinas coradas pelo método de May-Griinwald-Giemsa
e com o corante hematoldgico répido atesta a confiabilidade desta ultima
coloragdo, o que justifica sua recomendacdo para 0 uso quando se
pretende reduzir o tempo de processamento e 0s custos do exame do
escarro induzido.
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CONCLUSOES

A confiabilidade das contagens celulares intra-observador e
entre observadores para os dois tipos de coloragdo foi excelente,
de substancial a quase perfeita.

Os resultados demonstraram um elevado grau de concordancia
na deteccdo de escarro eosinofilico e de escarro neutrofilico
entre observadores e intra-observador para os dois tipos de
coloracéo.

Em conjunto, estes resultados demonstram a confiabilidade da
coloracdo hematolégica rdpida o que justifica sua
recomendacdo para o uso quando se pretende reduzir o tempo
de processamento e 0s custos do exame do escarro induzido.
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APENDICE | — Termo de consentimento livre e esclarecido

A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO: “Validagio da coloragio hematologica rapida para citologia
de escarro”

INTRODUCAO:

Os pronomes “vocé” e “seu” referem-se ao participante do estudo
em todo este formul&rio de consentimento. O objetivo deste formulario é
dar a vocé informagBes sobre esta pesquisa. Vocé pode se recusar a
participar ou pode sair do estudo a qualquer momento sem qualquer
penalidade. Assinando este formulario, vocé concorda em participar do
estudo.

OBJETIVO DESTE ESTUDO:

Vocé foi convidado a participar deste estudo por ter asma,
Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica ou auséncia de sintomas ou outras
doencas do trato respiratério. O objetivo deste estudo é diminuir o
tempo de analise do exame do escarro, permitindo que o resultado deste
exame seja obtido mais rapidamente, minimizando o custo do exame e
beneficiando pacientes que possuem doenca respiratoria.

DESCRICAO DO ESTUDO:

Este € um estudo que envolverd cerca de 50 pessoas com idade
superior a 18 anos. A sua participacdo no estudo consistird em uma
visita a0 Nucleo de Pesquisa em Asma e Inflamacdo das Vias Aéreas
(NUPAIVA) do Hospital Universitario. Nesta ocasido serdo realizados:
um questionario sobre dados preliminares como nome, idade, doenga e
uso de medicamentos, um exame de espirometria e de escarro induzido.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO:
Os seguintes procedimentos serdo conduzidos durante sua visita ao
NUPAIVA:
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e Serd pedido que vocé leia e assine este formulario de
consentimento informado antes de serem realizados quaisquer
questionarios, testes ou procedimentos.

e Revisdo das suas condigdes médicas atuais e passadas e uso de
medicamentos.

e Espirometria: teste respiratorio que requer que VOcé respire em
um tubo ligado a uma maquina que mede o funcionamento dos
seus pulmdes.

e Inducdo e coleta de escarro: realizada através de inalacdo de
soro fisioldgico para obtencdo de uma amostra de escarro a
qual refletird as condi¢des do seu pulméo.

RISCOS E DESCONFORTOS:

Os testes aos quais vocé sera submetido sdo procedimentos
padronizados e utilizados corriqueiramente na pratica médica, e em
geral se associam com riscos insignificantes.

A espirometria é um exame bem tolerado, podendo ocasionar em
algumas pessoas certa tontura que cessa com uma interrupgéo breve do
procedimento. Os procedimentos de espirometria, inducdo e coleta de
escarro serdo realizados com acompanhamento de uma enfermeira que
esclarecerd todas as suas duavidas, e o(a) ajudard durante o
procedimento.

Para a realizacdo do questionario clinico e dos testes acima sera
necessario que vocé permanega no centro do estudo por um periodo total
de uma hora. Apls a realizacdo dos testes vocé poderd exercer suas
atividades rotineiras normalmente, sem nenhuma restricéo.

CONFIDENCIALIDADE

Sua identidade, incluindo seu nome completo e as informagdes
obtidas sobre vocé durante este estudo permanecerdo confidenciais até
onde possivel por lei. No entanto, 0 médico do estudo e outros médicos
ligados ao centro do estudo poderdo revisar seus registros médicos e o
formulario de consentimento. Os resultados deste estudo podem ser
publicados em jornais cientificos ou apresentados em encontros
médicos, mas vocé ndo serd identificado pelo nome.

ASPECTOS ETICOS DO ESTUDO

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisas da Universidade. Se vocé decidir participar, vocé devera
primeiramente assinar este Termo de Consentimento Informado
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declarando seu acordo em participar espontaneamente, e confirmando
que vocé leu e entendeu todas as informacdes fornecidas neste termo. E
garantida a sua liberdade de se retirar deste estudo a qualquer hora que
vocé desejar, sem causar nenhum prejuizo a continuidade do seu
tratamento nesta instituicao.

CONTATOS

Os pesquisadores envolvidos neste estudo responderdo quaisquer
perguntas que vocé tiver sobre 0 mesmo. Entre em contato sempre que
tiver qualquer ddvida sobre o estudo ou sua participagdo no mesmo.

MEDICOS DO ESTUDO: Dr. Emilio Pizzichini / Dr. Marcia M. M.
Pizzichini

OUTROS PROFISSIONAIS DO ESTUDO: além destes médicos,
nosso grupo de pesquisa conta ainda com trés enfermeiras e uma
farmacéutica bioquimica.

TELEFONE: (48) 3234-7711 - NUPAIVA - Hospital Universitario

Se vocé tiver alguma ddvida ou consideragdo sobre a ética desta
pesquisa, entre em contato com:

Comité de Etica em Pesquisas (CEP)

Cidade Universitaria - Trindade Floriandpolis / SC CEP: 88040 - 900
Telefone: 3234-1755

Muito obrigada pela atencéo,

Jéssica Gongalves Prof. Dr. Emilio Pizzichini
Pesquisadora Principal Orientador
Eu, , fui esclarecido sobre a

pesquisa “Validagao da colora¢do hematologica rapida para citologia de
escarro”, e concordo que meus dados e amostra sejam utilizados na
realizacdo da mesma.

Florianopolis, de de20__.
Assinatura:
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RG:
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APENDICE Il - Elegibilidade Asma

NUPAIVA

Nucleo de Pesquisa em Asma e Inflamacgédo das Vias Aéreas
Departamento de Clinica Médica — Disciplina de Pneumologia
Hospital Universitario — UFSC. Tel.: 48-32347711

GRUPO ASMA:

Numero:

Registro HU:

Nome:

Idade:

Sexo: [ Masculino [ Feminino
Municipio:

Telefone de contato:

SIM NAO

Tem diagndstico de asma definida por critério objetivo: limitagdo
reversivel ao fluxo de ar (VEF1 >12% e superior a 200ml ap6s inalacéo
de broncodilatador de curta duracdo) ou hiperresponsividade das vias
aéreas a metacolina (PC, < 8mg/ml) quando de um VEF; > 70% do
previsto?

O
Tem escore do ACQ maior que 2.0?
O O
Nunca fumou ou deixou de fumar a mais de 1 ano (carga menor
gue 10 macos por ano) ?
O a
Livre de infeccdo das vias aéreas superiores no Gltimo més?
| O
E capaz de produzir escarro induzido?
| O
E capaz de fornecer consentimento informado antes do estudo?
a |
E gestante?
a O
Tém outras doencas pulmonares conhecidas?
| O
Tém doencas graves de outros sistemas?
| |
Faz uso de algum outro medicamento?
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Qual?

Data:

Pesquisador:
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APENDICE |1 - Elegibilidade DPOC

NUPAIVA

Ndcleo de Pesquisa em Asma e Inflamagédo das Vias Aéreas
Departamento de Clinica Médica — Disciplina de Pneumologia
Hospital Universitario — UFSC. Tel.: 48-32347711

GRUPO DPOC:
Numero:
Registro HU:
Nome:
Idade:
Sexo: [0 Masculino [ Feminino
Municipio:
Telefone de contato:

SIM NAO]

Tem sintomas respiratorios associados & obstru¢cdo moderada ou
grave ao fluxo de ar (VEF; < 50% do previsto como um VEF,/CVF <
0.7) das vias aéreas? O O

Tem historia de tabagismo importante (carga > 20 magos/ano)?

O |
Livre de infeccdo das vias aéreas superiores no ultimo més?
| O
E capaz de produzir escarro induzido?
a a
E capaz de fornecer consentimento informado antes do estudo?
O a
E gestante?
O |
Tém outras doencas pulmonares conhecidas?
O O
Tém doencas graves de outros sistemas?
O |
Faz uso de algum outro medicamento? Qual?
Data:

Pesquisador:
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APENDICE IV - Elegibilidade Controle

A

GRUPO NORMAL:
Ndmero:
Registro HU:
Nome:
Idade:
Sexo: O Masculino [ Feminino
Municipio:
Telefone de contato:

NUPAIVA

Nucleo de Pesquisa em Asma e Inflamacao das Vias Aéreas
Departamento de Clinica Médica - Disciplina de Pneumologia
Hospital Universitario — UFSC. Tel.: 48-32347711

SIM NAO]
Tem auséncia de sintomas respiratorios?
O |
Tém espirometria e responsividade a metacolina normais?
O |
Livre de diagndstico de alguma doenca respiratoria?
| O
E ndo fumante ou deixou de fumar (< 5 magos por ano)?
a |
Livre de uso de medicagéo sistémica?
| O
Livre de infeccdo respiratoria no Gltimo més?
| O
E capaz de produzir escarro induzido?
| O
E capaz de fornecer consentimento informado antes do estudo?
a |
E gestante?
a O
Tém outras doencas pulmonares conhecidas?
| O

Tém doencas graves de outros sistemas?
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Faz uso de algum outro medicamento?
O

Data:

Pesquisador:

Qual?



ANEXO | - Certificado Comité de Etica em Pesquisa com Seres

Humanos

Certificado Page 1 of 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Pro-Rexori de Pesquina ¢ Exteasie
Comitede Etica em Pesquisa com Seres Humanos

CERIIFICADO  N° 2093

O Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da Pro-Reitorla de Pesquisa ¢ Extenslo da Universidade|
Federal de Santa Catarina, instituido pela PORTARIA N 0384 GR 99 de 04 de novembro de 1999, com base nas nommas para 3
constituicio ¢ funcionamento do CEPSH, considerando o contido no Regimento Intemo do CEPSH, CERTIFICA que os
procedimentos que envolvem seres humanos no projeto de pesquisa abaixo especificado estio de acordo com os principios

éticos estabelecidos pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP.

APROVADO

PROCESSO: 2093 FR: 47236

TITULO: Validaglo s

AUTOR:  EMILIO PIZICHINI, Jéssica Gongaves

FLORIANOPOLIS, 28 ge Novembro g, 2011

oozdenador do CEPSHUFSC

Prof. Washington Portela de So:za

https://sistema.cep.ufsc.br/certificado/certificado.php?id |_pesquisa=2093 6/12/2011
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ANEXO Il — Questionario De Controle De Asma — Acq7

Em média, durante os Gltimos sete
dias, o qudo frequentemente vocé
acordou por causa de sua asma,
durante a noite?

Em média, durante os Gltimos sete
dias, o qudo ruins foram os seus
sintomas de asma, quando vocé
acordou pela manha?

De um modo geral, durante os
altimos sete dias, o qudo limitado
vocé tem estado em suas atividade
por causa de sua asma?

De um modo geral, durante os
altimos sete dias, o quanto de falta
de ar vocé teve por causa de sua
asma?

oJ Nunca

1[0 Quase nunca

»[1 Poucas vezes

30 Varias vezes

41 Muitas vezes

51 Muitissimas vezes

s[] Incapaz de dormir devido a
asma

o1 Sem sintomas

;[ Sintomas muito leves

»[ Sintomas leves

30 Sintomas moderados

4 Sintomas um tanto graves
s Sintomas graves

e[ Sintomas muito graves

od Nada limitado

;[ Muito pouco limitado
,[1 Pouco limitado

30 Moderadamente limitado
4O Muito limitado

5[] Extremamente limitado
¢ Totalmente limitado

od Nenhuma
10 Muito pouca
.00 Alguma

30 Moderada
4[] Bastante

s Muita

61 Muitissima

De um modo geral, durante os ultimos [0 Nunca
sete dias, quanto tempo vocé teve [JQuase nunca

chiado?

. Pouco tempo
30 Algum tempo
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Em média, durante os Ultimos sete dias,
guantos jatos de broncodilatador de

resgate (salbutamol, fenoterol,
voceé usou por dia?

etc.)

4[] Bastante tempo
5[] Quase sempre
s] Sempre

od Nenhum

1[0 1-2 jatos na maior parte
dos dias

o0 3-4 jatos na maior parte
dos dias

3[J 5-8 jatos na maior parte
dos dias

4 9-12 jatos na maior parte
dos dias

5[] 13-16 jatos na maior parte
dos dias

s Mais de 16 jatos na maior
parte dos dias

Para ser preenchido pela equipe clinica

VEF; pré broncodilatador:____ L
4. VEFyprevisto:___ L

% VEF1 previsto
od >95% previsto
10 95-90% previsto
»[1 89-80% previsto
30 79-70% previsto
4] 69-60% previsto
51 59-50% previsto
s <50% previsto



