UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
CIENCIAS MEDICAS

CORRELACAO ENTRE MEDIDAS DE
INTERLEUCINAS DO FLUIDO NASAL E DO
ESCARRO INDUZIDO OBTIDAS POR MATRIZ
SINTETICA ABSORTIVA

DOUTORADO

José Tavares de Melo JUnior

Floriandpolis
2017



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS MEDICAS

José Tavares de Melo Junior

CORRELACAO ENTRE MEDIDAS DE INTERLEUCINAS DO
FLUIDO NASAL E DO ESCARRO INDUZIDO OBTIDAS POR
MATRIZ SINTETICA ABSORTIVA

Tese apresentada a Banca
Examinadora do Programa de POs-
Graduagdo em Ciéncias Médicas da
Universidade Federal de Santa
Catarina como requisito para a
obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncias Médicas

Orientador: Prof. Dr. Emilio Pizzichini.
Co-orientadora: Prof?. Dr®. Marcia Margareth Menezes Pizzichini.

Area de Concentracdo: Mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na patogénese e resposta terapéutica da inflamacéo
das vias aéreas.

Florianodpolis
2017



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragdo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Melo Junior, José Tavares de

Correlacdo entre medidas de interleucinas do
fluido nasal e do escarro induzido obtidas por
matriz sintética absortiva / José Tavares de Melo
Junior ; orientador, Emilio Pizzichini;
coorientadora, Marcia Margareth Menezes Pizzichini

sc, 2017.
96 p.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias da Saude, Programa de
Pés-Graduagdo em Ciéncias Médicas-Novo, Florianépolis,
2017.

Inclui referéncias.

1. Ciéncias Médicas-Novo. 2. Asma. 3. Inflamacdo
de vias aéreas. 4. Citocinas. I. Pizzichini,
Emilio. II. Menezes Pizzichini, Marcia Margareth.
III. Universidade Federal de Santa Catarina.
Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Médicas-Novo.
IV. Titulo.




JOSE TAVARES DE MELO JUNIOR

“CORRELACAO ENTRE MEDIDAS DE INTERLEUCINAS DO FLUIDO
NASAL E DO ESCARRO INDUZIDO OBTIDAS POR MATRIZ
SINTETICA ABSORTIVA”

Esta tese foi submetida ao processo de avaliagio pela Banca Examinadora para obtengdo do titlo de:
DOUTOR EM CIENCIAS MEDICAS

I aprovada em 23 de fevereiro de 2017, atendendo as normas da legislagao vigente da Universidade Federal de

Santa Catarina. Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Medicas. Area de Concentragdo: Investigacio Biomédica.

Prof. l)r.’.»\m“rllcy Casimiro Onofre

Coordenador do Programa

Banca Examinadora:

W =iy
T s I T
Prof. Dr. Emilio Pizzichini
Presidente/Orientador

-&“2 ¢ ((Jeh Yi/) O\yvx-d({,ca?
Prof* D Léila John Marquey Steidle
Membro

Prof”. l)r‘( ane dtv’.\‘il\:l
Mémbro

= —
—— —fr———— /

T
Prof®. Dr*, Nazaré Otilia Nazirio

Membro

ez

Prof. Dr. Felipe DalPizzol

/A
Prof. Dr|

Florianopolis, 2017






Aos meus pais, Haydée e José, pelo
norte. A minha esposa, Nastaja, pelo
calor. Aos meus filhos, Davi e Arthur,
pela continuidade.






RESUMO

Introducdo: a asma é uma doenca inflamatoria das vias aéreas complexa e
heterogénea. O conhecimento dos diferentes perfis inflamatérios é
necessario para a identificacdo de possiveis endoétipos. A partir do conceito
de vias aéreas unidas é plausivel que as medidas do processo inflamatorio
das vias aéreas inferiores possam ser avaliadas a partir de espécimes das
vias aéreas superiores obtidos por meio de uma matriz sintética absortiva
Objetivos: investigar a exequibilidade, a correlacdo e o poder
discriminativo das medidas de um painel de interleucinas do fluido nasal e
do escarro induzido obtidas por meio de uma matriz sintética absortiva.
Métodos: estudo transversal que avaliou asmaticos sem uso de corticdide
inalatério ou oral (n=32) e individuos normais (n=21). Espécimes do fluido
nasal e do escarro induzido obtidos por meio de uma matriz sintética
absortiva foram processados e analizados em uma plataforma multiplex. As
medidas de um painel de interleucinas (IL-1p, IL-5, IL-8, IL-10, IL-13, IL-
17, IFN-y, Eotaxina-1, IP-10 e TNF-a) do fluido nasal foram comparadas
ao painel de interleucinas do escarro induzido. A contagem diferencial de
células do escarro induzido foi tambhém determinada para avaliar o padréo
inflamatdrio das vias aéreas.

Resultados: o método de coleta por matriz sintética absortiva foi exequivel
em mensurar as interleucinas do fluido nasal e do escarro induzido de
individuos asmaticos e normais sem estimulo provocatério prévio. Houve
correlagBes positivas entre as medidas do fluido nasal e escarro induzido
para as interleucinas IL-5 (r 0,6; p valor < 0,001), IL-10 (r 0,5; p valor <
0,001), IP-10 (r 0,6; p valor < 0,001), IFN-vy (r 0,6; p valor < 0,001) e TNF-
o (r 0,4; p valor 0,002), e correlagbes positivas entre a contagem de
eosindfilos do escarro e a IL-5 nasal (r 0,7; p valor < 0,001). A analise de
componentes principais identificou 2 padrfes inflamatorios distintos, um
com citocinas padrdo Th1/Thl7 e outro com citocinas predominantemente
Th2. A andlise de regressdo multivariada logistica permitiu identificar a IL-
5 e IL-8 do fluido nasal como preditoras do escarro eosinofilico.
Conclusdo: o método de coleta por matriz sintética absortiva foi exequivel
e permitiu detectar as correlacdes entre o perfil inflamatério do fluido nasal
e do escarro induzido, bem como discriminar grupos de individuos com
perfis inflamatérios distintos.

Palavras chave: secre¢fes nasais; citocinas; escarro induzido;
biomarcadores; inflamacdo de vias aéreas; asma.






ABSTRACT

Introduction: asthma is a complex and heterogeneous inflammatory
disease of the airways. Assessment of different inflammatory patterns is
necessary for the identification of endotypes of the disease. According to
the united airways concept it is plausible that the measurements of the
inflammatory process of the lower airways can be studied in specimens of
the upper airways sampled by means of a synthetic absorptive matrix
Objectives: to investigate the feasibility, correlation and discriminative
properties of a method of sampling nasal lining fluid and induced sputum
using a synthetic absorptive matrix for the measurement of a panel of
interleukins

Methods: this cross-sectional study evaluated steroid naive asthmatics (n =
32) and normal subjects (n = 21). Specimens of the nasal fluid obtained by
a synthetic absorptive matrix and induced sputum were processed and
analized in a multiplex plataform. A panel of nasal interleukins (IL-1p, IL-
5, IL-8, IL-10, IL-13, IL-17, IFN- y, Eotaxin-1, IP-10 and TNF-o) was
compared to the panel of induced sputum interleukins. Sputum differential
cell count was also determined to access the inflammatory profile of the
airways.

Results: the synthetic absorptive matrix sampling method was feasible to
measure nasal lining fluid and induced sputum interleukins of asthmatic and
normal individuals without previous challenge. We found positive
correlations between nasal and sputum interleukins, such as IL-5 (R 0.6, p
value <0.001), IL-10 (r 0.5, p value <0.001), IP-10 (r 0.6, p value <0.001),
IFN-y (r 0.6; p valor < 0,001) and TNF-a (r 0.4, p value 0.002), and
positive correlations between sputum eosinophil counts and nasal IL-5 (r
0.7; p value <0.001). Principal component analysis identified two major
components; one Thl / Thl7 driven and the other mostly driven by Th2
interleukins. Logistic regression analysis allowed the identification of two
predictors of eosinophilic sputum; IL-5 and IL-8.

Conclusion: the method of sampling specimens of the nasal lining fluid
and induced sputum by means of a SAM for the measurement of
interleukins was feasible, allowed to detect positive correlations between
the inflammatory profile of the nasal fluid and induced sputum, as well as
discriminated groups of individuals with different inflammatory patterns.

Keywords: nasal secretions; cytokines; induced sputum; biomarkers;
airways inflammation; asthma






LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Insercdo da matriz sintética absortiva na cavidade nasal...... 47
Figura 2 - Concentrac@es de IL-5 do fluido nasal e IL-5 do escarro
induzido em normais e asmaticos. Valores de IL-5 expressos em

Log para composicao gréafica; * p valor < 0,001; ** p valor 0,001....... 55
Figura 3 - Analise de componentes principais (PCA) para as
interleucinas do fluido nasal em todos os participantes (asmaticos e
normais). Apos extracdo em 2 fatores e remogao de varidveis com

baixa comunalidade (IL-10, IL-13 e IFN-y), as variaveis em

vermelho — TNF-q, IL-8, IL-1B e IL-17 — sdo melhor explicadas

pelo componente principal 1. As variaveis em azul — IL-5,

Eotaxina e IP-10 — sdo melhor explicadas pelo componente

PIINCIPAL 2. e 56






LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Caracteristicas doS SUJEITOS.......cccerveiieriereisese e 51
Tabela 2 -Resultados fora do espectro de quantificagio ....................... 52
Tabela 3 - Valores mensurados de interleucinas do fluido nasal e

€SCArT0 INAUZIAO ...ovviiviiiicc e 52
Tabela 4 - Contagem diferencial de células do escarro induzido .......... 53

Tabela 5 - Andlise da concordancia entre as medidas em duplicata...... 53
Tabela 6 - Correlacéo entre medidas de interleucinas do fluido

nasal e do escarro induzido em asmaticos e NOrMais ...........cccceevevruenns 54
Tabela 7 - Correlacdo entre contagem de eosindfilos do escarro

induzido e interleucinas do fluido nasal .............ccocvveveiviinnieneniccennen, 54






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ISAAC International Study of Asthma and
Allergies in Childhood

PNAD Pesquisa Nacional por Amostras de
Domicilios

IC Intervalo de confianca

PC20 Concentracgéo provocativa

necessaria para produzir uma queda
de 20% no VEF1

Th Linfocito T helper

IL Interleucina

TSLP Thymic stromal lymphopoietin

CD Cluster designation

IFN Interferon

IP-10 Interferon gamma-induced protein
10

DREA Doenca respiratéria exacerbada por
anti-inflamatérios ndo esteroidais

TNF Tumor necrosis factor

TGF Transforming growth factor

DPOC Doenca pulmonar obstrutiva
cronica

HIV Human immunodeficiency virus

ECP Eosinophil cationic protein

MSA Matriz sintética absortiva

VEF1 Volume expiratdrio forgado 1°
segundo

CVF Capacidade vital forcada

DTT Dithiotrheitol

PBS Phosphate buffered saline

DPP Dipeptidyl peptidase

PCA Principal component analysis

ICC Intraclass correlation coefficient






SUMARIO

LINTRODUGAO ..ottt 19
1.1 A impPOrtancia da @SMa ......cccerveeeerierienieesi e 19
1.2 DefiniGA0 8 8SMA ...c.vveviveiiricie ittt 20
1.3 O conceito de vias aéreas UNidas........coevcererereeeseseseneeesesenens 20
1.3.1 Aspectos epidemiolOgICOS ........ccvvvrireiiiiie e 21
1.3.2 Caracteristicas anatOmiCas ...........cevereerererereerenesesieeeeseseeneas 22
1.3.3 Complementaridade fiSiolOgica..........ccovevvririneiiniiiiieeeeecens 22
1.3.4 Estudos de intervencGes e aspectos teraputiCos.........ccovevevruenns 22
1.3.5 Caracteristicas anatomopatoldgiCas. ........cccvvereirerererieinesenns 24
1.4 FenOLiPOS 08 8SIMA ......veiiveiirieeeiieesiee e 25
1.4.1 ASMA AIEIGICA ... .cee vttt 25
1.4.2 ASMA NEO0 AIEITICA .. ..eevevirieie e 26
1.4.3 Asma N80 €0SINOFTICA .....c.covveieiiiree e 27
1.4.4 Asma relacionada & intolerancia a aspiring ..........ccccoceeervenneencnn 27
1.5 ENdOtipos da @SMa......ccceovierierieeiesinsieniee e sieseeese e seese e seeseens 288
1.6 End6tipos nas rinites € riNOSSINUSITES ........cviviereeisesesieieeeeseennns 29
1.7 Métodos de avaliagdo da inflamacao das vias aéreas.............cc.e.... 30
2 JUSTIFICATIVA ..o 35
S HIPOTESES ...ttt 37
3.1 HIPOESE NUIA......ccviiieiciece e 37
3.2 HipOtese alternNativa .........ccccvvvervevieseseieie s sesee e e 37
4 OBJIETIVOS ...ttt 39
4.1 OBJEtiVO gEral.....ccveieieceee e 39
4.2 Objetivos 8SPECITICOS......civcviiiirce e 39
5 IMETODOS ...ttt ssssssnns 41
5.1 Delineamento do eStUAO .........coeiiiririeiiire e 41
5.2 AMOSIIA ...t 41
5.3 PArtiCIPANTES ....c.veiveieeeeee ettt nneens 41
5.3.1 Asméticos sem uso de tratamento controlador ...............cccceeuenee. 42
5.3.2 NOFMAIS .ttt bbb 42
5.3.3 Critérios de EXCIUSAO. ........ccooviurereriee e 43
5.4 ASPECLOS BLICOS ...evevirereiresiesieieetestestesteee e sreste e e sresresresaesesnesresrenes 43
5.5 Coleta de dados .........ccceririiieiiiie s 43
ST AV ] | - S 43
5.5.2 Visita 2 (aproximadamente apos 1 SEMana) ........cc.ccecevvevererrernenes 44
5.5.3 Métodos COMPIEMENTArES ..........cccevveveeeieseieeee e 45
5.5.4 Materiais e equipamentos NECESSAIIOS .........evevveiererrereeesreaenrenns 47

I\ [=To [0 =TT 48



18

5.6.1 Desfecho prinCipal........ccocoeieoiiiiiiice s 48
5.6.2 Eventos MedidoS NO ESCAITO .......coereererierienieesiesie e nes 48
5.7 ANalise eStatiStiCa.........ccovveiieiiieiec s 48
B RESULTADOS ..ottt 51
6.1 Caracteristicas dos partiCipantes..........cco.ecvrvvrererenesenieneereneseseenes 51
6.2 BIOMAICAUOIES......viiveieiicie sttt sttt es 51
7 DISCUSSAD ...ttt 57
8 CONCLUSOES ...t 63
O IMPLICAGCOES ..., 65
L0 REFERENCIAS ..o, 67
L1 APENDICES. ...ttt 79
11.1 Apéndice A — Artigo original ..........ccocevviiiieneneiininse e 79
11.2 Apéndice B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido........ 91
12 ANEXO ..ottt 96

12.1 Anexo A — Aprovagio pelo Comité de Etica .........ccocevereerecene, 96



19

1 INTRODUCAO

1.1 A importéncia da asma

A asma figura entre as principais doencas inflamatérias cronicas
das vias aéreas e, apesar do progresso terapéutico, continua significativa
a morbidade, a repercussdo na qualidade de vida, bem como a
mortalidade associadas a impacto financeiro elevado. [1]

A asma afeta mundialmente mais de 300 milhdes de pessoas, [2]
com taxas de prevaléncia em adultos variando de 0,2 a 21%. [3]
Evidéncias demonstram que existe uma tendéncia & reducdo da
prevaléncia dos sintomas da asma na Europa ocidental, enquanto
aumenta em locais onde previamente a prevaléncia era baixa,
notadamente em paises da Africa, América Latina, Europa Oriental e
Asia. [4] No Brasil, os dados do estudo ISAAC (acrénimo em inglés
para “Estudo Internacional para Asma e Alergias na Infancia”)
revelaram que a prevaléncia de asma foi de 19% em adolescentes e de
24,3% em criangas. [5] Quando essas prevaléncias foram comparadas
com as da primeira fase do mesmo estudo, conduzido sete anos antes,
houve uma tendéncia a redugdo das mesmas. Mesmo assim, a
prevaléncia da doenca no Brasil, para esta faixa etéria, ainda ¢ uma das
mais altas da América Latina. [6] Quanto aos adultos, estudos de base
populacional conduzidos ao longo de quase duas décadas tém
demonstrado uma estabilidade da prevaléncia do diagnostico da doenga
no Brasil. Por exemplo, a Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios
(PNAD), realizada em trés épocas — 1998, 2003 e 2008 —, em adultos >
20 anos, mostrou prevaléncia de diagnostico de asma de 4,1% em 1998
e 2003, e 4,0% em 2008. [7] Posteriormente, estudo com dados da
Pesquisa Nacional em Salde (PNS), envolvendo 60.202 participantes e
abrangendo diversas regides do pais, cujo desfecho principal era o
diagnostico de asma em adultos com idade superior a 18 anos, aferido
pela pergunta “algum médico ja lhe deu o diagndstico de asma (ou
bronquite asmatica)?”, revelou que a prevaléncia do autorrelato da
doenga nessa populagdo foi 4,4% (IC 95% 4,1 —4,7). [8]

O impacto financeiro, quer seja por meio de custos diretos
(internagdes hospitalares, consultas médicas, medicamentos, dentre
outros) como de indiretos (absenteismo escolar e no trabalho,
presenteismo, dentre outros), é de enorme magnitude em diversos
paises, sendo as exacerbacfes as maiores determinantes do custo direto
da asma. [9] Desta forma, o estudo do impacto financeiro em pacientes
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com asma ndo controlada demonstra que melhorar a aderéncia a terapias
baseadas em evidéncia se traduz em um significativo retorno no
investimento. [10] No Brasil, dados do sistema publico de salde
mostraram uma média anual de gastos entre 135 e 733 ddélares por
paciente em virtude de asma grave. [11]

1.2 Defini¢ao de asma

A asma é uma doenca heterogénea, caracterizada pela inflamacéo
cronica das vias aéreas inferiores e que se expressa clinicamente pela
ocorréncia de episodios intermitentes de dispneia, principalmente
noturna, opressao torécica e tosse associada ou nao a presenca de sibilos
expiratorios. Estes sinais e sintomas, que podem variar no tempo e em
intensidade, decorrem de sua principal caracteristica fisiopatolégica, que
é a limitagdo reversivel ao fluxo de ar das vias aéreas inferiores pelo
aumento anormal da responsividade destas vias a diversos estimulos. [1]

1.3 O conceito de vias aéreas unidas

As vias aéreas superiores e inferiores sdo parte integrante do trato
respiratorio [12, 13] e encontram-se relacionadas por diversos fatores,
incluindo os epidemiol6gicos, os anatdmicos, os fisioldgicos, o0s
imunopatoldgicos e os farmacolégicos. [14, 15] Por isso, as vias aéreas
superiores e inferiores podem ser consideradas uma unidade
morfoldgica e funcional, originando, a partir desta acep¢do, o conceito
de vias aéreas unidas (ou via aérea Unica). [16]

Sobretudo, o conceito de vias aéreas unidas tem sido
fundamentado na estreita relacdo entre a rinite e a asma, que poderiam
ser consideradas como manifestacdes de uma mesma doenca.[15, 17]
Quatro sdo os mecanismos postulados para tentar elucidar a conexao
entre as duas doencas. [18] Primeiro, uma vez inflamada a mucosa
nasal, sobrevém o edema. Com isso, a respiracdo torna-se bucal e, como
consequéncia, perda ou reducdo do mecanismo condicionador e protetor
nasal do ar respirado. O segundo diz respeito a um possivel reflexo
nasobronquico, onde a liberacdo de mediadores, como a histamina,
estimula a via aérea inferior por meio de um reflexo neuronal nasal
aferente e nervo vago eferente, resultando em hiperresponsividade
brénquica. Terceiro, 0 contetdo inflamatdrio produzido durante as
crises de rinite drenam posteriormente (rinorreia posterior) e poderiam
ser aspiradas para a via aérea inferior. Por Ultimo, a inflamacédo nasal
local resulta em liberagdo de diversos mediadores para a corrente
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sanguinea o que poderia resultar em broncoconstriccdo das vias aéreas
inferiores. [18] Alternativamente, pode-se ainda fundamentar a relagéo
entre a asma e a rinite sobre dois pressupostos. [19] Primeiro, tendo em
vista que os mecanismos fisiopatol6gicos dessas doencas parecem ser
similares e, também, que existe uma continuidade anatdbmica do epitélio
respiratorio presente desde as porcOes iniciais das nasais até os
bronquiolos distais, quando um processo inflamatdrio afeta uma das
unidades, o mesmo processo pode ser estimulado em outra unidade
anatdmica. A segunda premissa observa que, a medida que a gravidade
da doenca varia, tanto a via aérea superior quanto a inferior séo
igualmente acometidas. Em vista disso, quando um tratamento para a
via aérea superior é instituido, espera-se melhora dos sintomas da via
aérea inferior e vice-versa. [19]

1.3.1 Aspectos epidemioldgicos

Considerando a forte relacdo de prevaléncia entre a rinite e a
asma, nao é surpreendente que grande parte dos estudos sobre vias
aéreas unidas explore precisamente esta conexdo. E sabido que a
maioria dos asmaticos tem rinite, pois, embora haja grande amplitude
nos dados, em estudos bem conduzidos a prevaléncia de rinite em
pacientes portadores de asma ultrapassa 80%. [16] Os dados
epidemiolégicos apontam entre 10% e 40% a prevaléncia da asma em
pacientes portadores de rinossinusite. [20-23] Linneberg e
colaboradores, em 2002, [21] ao conduzirem um estudo de base
populacional no qual os sujeitos foram examinados em duas ocasifes
em um intervalo de oito anos, constataram que todos os pacientes
(n=52) com asma, sensiveis ao polen, também exibiam sintomas de
rinite alérgica quando estimulados por este mesmo alérgeno.

A rinite antecede as manifestacdes da asma na maioria dos casos
e, pacientes com rinite, estdo sob risco trés vezes maior de desenvolver
asma no futuro. [24] Assim, a rinite é considerada como fator de risco
independente para a asma, mesmo na auséncia de atopia, [25-27] além
de ser fator de risco para o controle da asma. Adultos e criangas com
rinite e asma concomitantemente sdo submetidos a um maior nimero de
hospitalizagdes relacionadas a asma, apresentam maior nimero de
visitas ao médico generalista, bem como despendem maior gasto em
tratamentos quando comparados aqueles que possuem asma sem rinite.
[28-31]
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1.3.2 Caracteristicas anatémicas

A mucosa nasal e a bronquica apresentam muitas similaridades,
sendo ambas compostas por um mesmo epitélio, predominantemente
ciliado pseudoestratificado com células colunares, globosas e basais e
uma submucosa que exibe vasos sanguineos, glandulas mucosas e
nervos. As diferengas mais marcantes entre as duas vias aéreas residem
na auséncia de musculatura lisa na submucosa do nariz, porém
abundante nas vias aéreas inferiores e a presenca de rico suprimento de
capilares subepiteliais, sistemas arteriais e sinusOides venosos,
peculiares da mucosa nasal. [32]

1.3.3 Complementaridade fisiolégica

Um dos conceitos mais importantes relativo & interagdo nariz —
pulmdo reside em sua complementaridade funcional, pois o nariz é
capaz de umidificar e aquecer o ar inspirado, de maneira que ao chegar
aos pulmdes esteja condicionado a uma boa troca gasosa. [33, 34] E
demonstrado, inclusive, que essa caracteristica possa ser amplificada
frente & estimulacdo do nariz com mecanismos provocadores
inespecificos, como o frio e o ar seco. [35] No que concerne a
capacidade protetora, a cavidade nasal é, habitualmente, o primeiro local
de interacdo entre os antigenos ambientais e a mucosa da via aérea e,
precisamente, onde se estabelecem as linhas de defesa inata e adquirida.
[36] Ao longo de sua superficie, o epitélio respiratério é recoberto por
uma camada de muco. Esse muco, essencial no papel de defesa e
limpeza das vias aéreas, esta disposto em duas camadas com densidades
distintas: uma mais superficial denominada gel e outra mais profunda
denominada periciliar. [37] A camada gel, presente tanto na via aérea
superior [38] como na via aérea inferior, [39] € composta
predominantemente por mucinas capazes de interagir com IgA,
colectinas e defensinas, além de exibirem propriedades antiadesivas,
antimicrobianas e anti-inflamatérias. A harmonia entre o sistema
mucoso e os batimentos ciliares proporciona a captura de particulas
agressoras e a limpeza das vias aéreas. [36, 37]

1.3.4 Estudos de intervengdes e aspectos terapéuticos

O conceito de alergia como doenca sistémica fortalece a relacdo
bidirecional entre as inflamacdes brénquica e nasal. Em pacientes com
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doencas alérgicas, a provocacdo especifica ativa uma resposta sistémica
que deflagra a producdo de células inflamatdrias pela medula. [40-44]
Além disso, uma broncoprovocagdo segmentar pode acarretar sintomas
e reduzir as fungdes tanto no nariz como nos pulmdes, [40, 41] da
mesma forma que a provocagdo nasal pode estimular a responsividade
brénquica bem como aumentar a contagem de eosindfilos no escarro
desses pacientes. [42]

Estudos com intervengdes terapéuticas também reforcam o
conceito de vias aéreas unidas. Embora seja ainda incerto que o
tratamento a longo prazo da rinite possa reduzir o risco futuro de
surgimento da asma, alguns estudos tém demonstrado um efeito positivo
dos glicocorticdides intranasais em diminuir a hiperresponsividade
brénquica a metacolina, [45-47] & histamina, [48, 49] e ao exercicio;
[50] enquanto outros relatam a auséncia dos efeitos dessas medicagdes
na hiperresponsividade bronquica @ metacolina. [51, 52] Um estudo de
meta-analise demonstrou o beneficio na PC20 de 0,43 (95% IC, 0,16 —
0,69) a favor de qualquer forma de glicocorticéide intranasal. [53]

Estudos que observaram desfechos relacionados a melhoria
clinica da asma indicaram, da mesma forma, beneficios advindos do
tratamento da rinite. Em estudo de coorte histérica, foram examinadas
taxas de internacdo e visita hospitalar relacionadas a asma em 4944
pacientes com rinite alérgica e asma. Destes, 3587 pacientes foram
tratados para rinite alérgica, enquanto 1357 ndo fizeram tratamento para
rinite. As hospitalizacGes relacionadas a asma reduziram em 61%, e a
incidéncia de duas ou mais visitas a pronto atendimentos diminuiram em
54%. [54] Um estudo caso-controle, que incluiu 361 casos pareados
com 1444 controles, concluiu que o tratamento da rinite com corticdides
intranasais em pacientes asmaticos mostrou-se capaz de reduzir, além do
gasto financeiro, o risco de visitas em pronto-socorro e internag6es por
asma. [55] A cirurgia endoscépica funcional das cavidades paranasais,
que almeja o alivio dos sintomas nasossinusais provavelmente por
desobstruir 6stios de drenagem paranasais, limpar secregfes espessas €
pélipos [56] e, sobretudo, por possibilitar uma anatomia ideal para a
instilacdo de terapias topicas, [57] também exerce efeitos sobre a via
aérea inferior. Nos pacientes asmaticos, este procedimento pode
melhorar os sintomas brénquicos e é capaz de reduzir o uso de
medicacdo para a asma. [58, 59] Senior e colaboradores [60]
acompanharam ao longo de 6,5 anos um grupo de 120 pacientes
submetidos a cirurgia endoscopica das cavidades paranasais. Dos 30
pacientes asmaticos, observou-se que 90% (n=27) relataram que a
doenca estava melhor do que antes da cirurgia, além de ter havido
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diminuicdo das exacerbacGes da asma e menor demanda por uso de
medicamentos. Porém, informacBes como essas devem ser apreciadas
com cautela, tendo em vista que limitagdes metodoldgicas, tais como
dificuldades no cegamento de participantes e investigadores, e a
aceitacdo dos pacientes em serem submetidos a intervenges cirdrgicas,
podem comprometer desfechos de ensaios clinicos que envolvam
procedimentos cirdrgicos. [61] Feita esta ressalva, resultados de um
estudo prospectivo e randomizado demostraram que o tratamento da
rinossinusite cronica, tanto o medicamentoso como o cirdrgico, pode
trazer beneficios & asma. [62]

1.3.5 Caracteristicas anatomopatoldgicas

Um aspecto anatomopatoldgico importante na asma diz respeito
ao componente irreversivel da obstrugdo da via aérea e resultado de
alteracOes estruturais dos brénquios, denominado remodelamento. Este
fenbmeno é um processo dindmico de deposigdo e degradacdo de matriz
extracelular, caracterizado por fibrose subepitelial, aumento da
musculatura lisa, hiperplasia de glandulas mucosas e células globosas e
aumento da vascularizagdo. Essas alteragdes histologicas tém sido
associadas a consequencias clinicas relevantes na asma, como 0
aumento da hiperresponsividade ndo especifica da via aérea e a
limitacdo minimamente reversivel do fluxo aéreo, ambas capazes de
influenciar na exacerbacdo da doenga. Tem sido postulado que o
remodelamento, tanto quanto a asma, é o resultado da inflamacéo da via
aérea. [63-65]

Mesmo havendo diferengas anatdmicas que diferem a via aérea
inferior da superior, notadamente a auséncia do arcabou¢o muscular
nesta UGltima, diversos estudos, com resultados conflitantes, tém
procurado apontar sinais de remodelamento na via aérea superior,
incluindo espessamento da lamina reticular, hiperplasia e hipertrofia de
glandulas submucosas e células globosas, marcadores de ativagdo
fibroblastica, niveis de proteinas de colageno e metaloproteinases, bem
como aumento da vascularizacdo local. [66] Assim, o remodelamento
pode cursar com alterac@es discretas do epitélio nasal [67] bem como o
aumento da membrana basal e fibrose subepitelial. [68] Em estudo de
Braunstahl e colaboradores foi demonstrado 0 aumento da espessura da
membrana basal e descamacédo do epitélio na mucosa dos brénquios de
pacientes com rinite alérgica e sem asma, novamente sugerindo uma
conexdo entre as doengas. [69] Entretanto, estudo mais recente falhou
em detectar sinais de remodelamento da via aérea superior em pacientes
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com rinite alérgica persistente quando comparados a participantes
normais. [70] Esse resultado adicionou forte evidéncia a esse assunto,
uma vez que, pelo menos no que concerne as estruturas celulares e
moleculares estudadas, o conceito de remodelamento da via aérea
superior ndo esta presente na rinite alérgica. As discrepancias desses
resultados podem estar relacionadas, em parte, a questdes metodoldgicas
de estudos anteriores, por exemplo, 0s aspectos subjetivos da avaliagdo
histol6gica.[65]

1.4 Fendtipos da asma

Uma grande incégnita, motivo de profundo debate, é se a asma
refere-se a uma Unica doenga com apresentacdo variavel ou se
representa varias enfermidades que exibem a obstrucéo varidvel ao fluxo
aéreo como caracteristica comum. Em razdo dessa heteregeneidade,
diversos padrBes observiveis da asma, denominados fenétipos, vém
sendo propostos e extensivamente estudados; sejam eles clinicos, de
perfis inflamatérios ou ainda resposta a intervencgdes terapéuticas. Mais
além, tem-se buscado definir possiveis subtipos da doenca a partir dos
distintos mecanismos fisiopatolégicos moleculares e celulares,
denominados enddtipos. [71] Enquanto as caracteristicas fenotipicas
representam observagdes das dimensfes clinicas da asma, a
classificacdo da asma em end6tipos estabelece as diferencas entre os
diversos mecanismos capazes de produzir a enfermidade. Quanto as
classificac@es, cada end6tipo pode compreender varios fenotipos, assim
como certos fendtipos podem estar presentes em mais de um endétipo.
[72] Dentre os fendtipos observados podemos destacar a asma alérgica,
a ndo alérgica (ou intrinseca), a neutrofilica e a asma relacionada a
intolerancia a aspirina. [71]

1.4.1 Asma alérgica

A asma alérgica é considerada a forma mais prevalente e com
melhor resposta aos tratamentos preconizados. E comum o seu
aparecimento ainda na infancia e é normalmente acompanhada ou
precedida por rinite alérgica e/ou eczema. Este fenétipo de asma tem
como caracteristicas principais a celularidade eosinofilica, a atuacdo de
citocinas padrdo Th2, notadamente IL-4, IL-5 e IL-13, e a mediagdo via
imunoglobulina E a partir da interacdo com alérgeno. Apesar de a
reacdo imunomediada ser a condicdo chave para este fendtipo, o
processo inflamat6rio pode persistir ou evoluir mesmo na auséncia da



26

exposicdo ao alérgeno. Interleucinas como a IL-25, IL-33 e a
linfopoietina estromal timica (TSLP), secretadas predominantemente
pelas células epiteliais das vias aéreas, também assumem papel
relevante na assinatura Th2. [73] Esse grupo de interleucinas, no que
concerne a sua fun¢do, ¢ capaz de atuar ndo apenas em linfocitos Th2,
como também em células linfoide inatas do tipo 2 — ILC2 que, por sua
vez, deflagram a produgdo de interleucinas padrdo Th2 tanto quanto 0s
linfécitos Th2 o fazem. [74] Histologicamente, a asma alérgica é
caracterizada por infiltragio mucosa com alta concentragdo de
eosinfofilos, células CD4+, mastocitos, expressao de receptores com alta
afinidade para IgE presentes nas células locais e inflamatorias,
hiperplasia de células globosas, espessamento da membrana reticular
basal e hipertrofia da musculatura lisa. [71]

1.4.2 Asma ndo alérgica

Assim como na asma alérgica, o padrdo fenotipico “asma ndo
alérgica” ou “asma intrinseca” ¢ também mediado por linfocitos de
perfil Th2, ativacdo de mastocitos e infiltracdo eosinofilica. [75]
Entretanto, algumas caracteristicas clinicas e relacionadas a
biomarcadores a diferem da asma alérgica. Por exemplo, costuma ser
mais grave e incidir na fase mais adulta. Acomete cerca de um terco dos
asmaticos adultos e é mais frequente no sexo feminino. [76] Quando
incide na infancia, costuma apresentar sintomas mais brandos
comparados aos adultos e exibe relacdo com infecgdes de vias aéreas,
exposicdo a fumaca de cigarro e afecgdes da via aérea superior. [77]
Quanto as interleucinas, existem distingdes do padrdo alérgico, quer
sejam, aumento de IL-2 e IFN-y, bem como redugéo de IL-4 no lavado
broncoalveolar. [78] Todavia, ainda ndo foram validados biomarcadores
para a asma intrinseca. Embora células Thl e biomarcadores como a IL-
18, a IL-15, a IP-10, dentre outros, tenham sido descritos na asma
intrinseca, esses achados ainda carecem de validacdo. [71]

Quanto a etiopatogenia, se por um lado os alérgenos comuns nédo
parecem estar associados a esse fenétipo, por outro, a presenca de
superantigenos pode estar relacionada a geracdo do processo
inflamat6rio. Os mecanismos envolvidos incluiriam proliferacdo local
de células B, aumento da producdo de IgE policlonais e especificas
contra superantigenos que cursariam com expansao de células T (padrédo
Th2) e células CD8+. [79]
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1.4.3 Asma nao eosinofilica

A asma ndo eosinofilica € um fendtipo caracterizado pela
auséncia de eosinofilia nas vias aéreas, porém marcada pelo aumento de
neutrofilos. [80] Até hoje, especula-se se a asma neutrofilica seria uma
entidade distinta de asma, ou se representa meramente um estado de
gravidade aumentada ou mesmo consequéncia de infeccdo ou
colonizacdo bacteriana persistente das vias aéreas. Em adultos é mais
comum em mulheres. [81] Em criancgas, parece ser mais frequente na
forma ndo atdpica da doenga. [82] A predominancia de neutréfilos nesta
forma de asma talvez se deva a outro subgrupo de linfécitos CD4+, os
linfocitos Th1l7. Estas células estdo entre as que liberam a IL-17, que
por sua vez estimula o epitélio respiratdrio a produzir citocinas e
quimiocinas, dentre elas a IL-8, uma potente quimiocina de atragdo
neutrofilica. [83] Embora a IL-17 esteja relacionada ao remodelamento,
gravidade da asma e haja uma forte correlagdo entre a IL-17 e a
concentragdo de neutrofilos no sangue e escarro, [84] o uso de terapia
com anticorpo monoclonal anti IL-17 ndo demonstrou efeito clinico
significativo. [85]

1.4.4 Asma relacionada a intolerancia a aspirina

Afetando aproximadamente entre 5 e 10% dos adultos asmaticos,
a asma relacionada a intolerancia a aspirina é mais comum em mulheres
— cujos sintomas tendem a ser mais graves que em homens —, é rara em
criangas, e exibe menor relacdo com a atopia. Os sinais e sintomas
apresentam um padrdo sequencial, iniciando j& na fase adulta, com
rinite, evoluindo com asma, intolerAncia a aspirina e, finalmente,
polipose nasossinusal. [86] Apesar da intolerancia a aspirina ser uma
caracteristica marcante do fen6tipo, evitar este tipo de medicamento nao
parece ter efeito em atenuar o curso da doenca. Ndo obstante, os
pacientes devem abster-se de usa-los, tendo em vista a grande incidéncia
de crises asmaticas graves relacionadas ao uso de aspirina e outros anti-
inflamatorios ndo esteroidais. E incerto caracterizar a asma relacionada a
intolerancia a aspirina como um enddtipo por parecer tratar-se de uma
condicdo adquirida no curso da asma ndo alérgica ou, menos
frequentemente, asma alérgica. [71] Atualmente, recomenda-se
denominar esta enfermidade como DREA (acrénimo para Doenca
Respiratéria Exacerbada por Anti-inflamatérios ndo Esteroidais), por se
tratar de uma condicdo de hipersensibilidade cruzada, em que pacientes
com hipersensibilidade a um anti-inflamatério reagem a aspirina, bem
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como a outros anti-inflamatorios inibidores da Cox-1. [87] Diretrizes
recomendam que o diagndstico desse fenotipo deve compreender testes
de provocacdo bronquica ou nasal com a aspirina e, caso esses sejam
inconclusivos, o teste de provocagdo oral esta indicado. [88]

1.5 Endétipos da asma

Nos ultimos anos, além do conhecimento sobre as caracteristicas
fenotipicas de cada doenga, tem-se buscado definir subtipos a partir de
distintos mecanismos fisiopatoldgicos moleculares e celulares
denominados endotipos. [71] Enquanto as caracteristicas fenotipicas
representam observagdes das dimensfes clinicas da asma, a
classificacdo da asma em end6tipos estabelece as diferengas entre os
diversos mecanismos capazes de produzir a enfermidade. A principal
vantagem em desvendar os mecanismos fisiopatoldgicos é permitir uma
forma de tratamento mais individualizada e fundamentada no(s)
desequilibrio(s) molecular(es)/celular(es)  evidenciado(s)  pela
endotipagem, sendo esta atuagdo, direcionada e especifica, parte de um
conceito denominado “medicina de precisdo”. A medicina de precisdo
deve englobar a avaliagdo da real dimensdo do impacto que uma doenca
ocasiona na vida do paciente (medida, por exemplo, por questionarios
de qualidade de vida), o escrutinio dos mecanismos fisiopatol6gicos
celular e molecular envolvidos, o entendimento preciso sobre as
consequéncias da progressdo da doenca e a informacdo apropriada ao
paciente sobre as estratégias terapéuticas disponiveis, incluindo os
objetivos, os beneficios esperados e os efeitos adversos. [89]

Por ora, muitos autores vém propondo classificagdes endotipicas
distintas. Além disso, cada enddtipo pode compreender vérios fendtipos,
assim como certos fendtipos podem estar presentes em mais de um
endatipo. [72]. Para a asma, os endotipos Th2 alto e Th2 baixo sdo bem
reconhecidos e utilizados como pardmetros para intervencdes
especificas. Ademais, muitos subtipos — subend6tipos - podem ser
observados com base nos principais mecanismos moleculares em agéo.
Como exemplos de subenddtipos Th2 alto podemos destacar aqueles
com alta concentragdo de IL-5, de 1L-13 ou de IgE. [90] Neste sentido,
0s endatipos tipo Th2 podem ser definidos por subgrupos de pacientes
que apresentam resposta satisfatoria a tratamentos direcionados a IL-5, a
IL-13 ou a IgE. [89] Em relacdo ao end6tipo Th2 baixo, 0s mecanismos
atuantes sdo menos claros. A inflamacdo neutrofilica, caracteristica
desse endotipo, pode estar relacionada a dois mecanismos: a)
anormalidades intrinsecas dos neutréfilos secundarias a distirbios da
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imunidade inata e b) a ativacdo de uma via dependente da IL-17 capaz
de induzir a secrecdo de 1L-8 de atividade neutrofilica. [91-93] Algumas
interleucinas parecem estar associadas a este endotipo — IL-8, IL-17, IL-
22, IL-23, IFN-y, TNF-a — entretanto, nenhuma intervengdo baseada
nesses endotipos demonstrou-se efetiva. [89]

1.6 Enddtipos nas rinites e rinossinusites

A caracterizagdo fenotipica das rinites tem sido util tanto na
defini¢do de subtipos da doenca — rinite alérgica, rinite ndo alérgica e
rinite infecciosa —, [94] como também na construcdo de algoritimos de
tratamento baseados em evidéncia. Entretanto, como na asma, uma
parcela de pacientes com rinite alérgica é refrataria as estratégias
terapéuticas baseadas em fendtipos, [95] revelando a necessidade do
aprofundamento do conhecimento a respeito dos endotipos. Entre o0s
end6tipos propostos para as rinites podemos destacar a rinite com
resposta imunoldgica do tipo 2 mediada por IgE especifica, iniciada pela
ligacdo cruzada entre as moléculas antigénicas e os anticorpos IgE
acoplados sobre a superficie de mastocitos, deflagrando sintomas
agudos e o influxo de eosinofilos, basdfilos, células T e B para a mucosa
nasal. [96] Além disso, substancias de baixo peso molecular, de origem
ocupacional ou ambiental, podem também iniciar ou agravar uma
resposta imune do tipo Th2 por meio de agressdo epitelial e consequente
liberagdo de TSLP, IL-33 e IL-25. [97] Uma resposta inata e adaptativa
do tipo 1/IL-17 estimula o influxo de neutréfilos e células T produtoras
de IFN-y e poderia estar relacionada a rinite infecciosa. [98]

As rinossinusites também sdo doengcas com notoria
heterogeneidade e cujas caracteristicas fenotipicas, por exemplo,
presenca ou auséncia de polipose nasossinusal, tém direcionado
abordagens terapéuticas baseadas em evidéncias. Além disso, essa
diferenciacdo fenotipica tem sido recentemente corroborada por padrdes
endotipicos diversos. Por exemplo, engquanto na rinossinusite sem
polipose a TGF-f e seus receptores estio aumentados, na rinossinusite
com polipose essa interleucina parece estar reduzida. Aparententemente,
esse padrdo inflamatorio parece ser homogéneo ao redor do mundo. [99,
100] Todavia, no que diz respeito ao padrdo inflamatério da polipose,
podem ocorrer variagdes longitudinais, pois no hemisfério norte
ocidental existe o predominio eosinofilico orquestrado pela inflamacao
Th2, [101] enquanto em paises orientais como a China, o padrdo
inflamatorio parece ser preponderantemente Thl e Th17. [102] Alguns
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endotipos propostos poderiam englobar, portanto, o padrdo Th2, a TGF-
B e a IgE especificas para superantigenos, tendo em vista que uma
inflamagcdo Th2 pode ser amplificada pela ativagcdo de superantigenos
estafilococicos. [103]

1.7 Métodos de avaliacao da inflamagdo das vias aéreas

A inflamacgdo das vias aéreas, & luz dos conhecimentos atuais, é
tida como central na patogénese de doengas como a asma, a rinite, a
DPOC e a rinossinusite cronica [1, 16, 104, 105] Nas ultimas décadas,
diversas técnicas tém sido concebidas com o intuito de escrutinar o
processo inflamatdrio das vias aéreas. Ao longo deste periodo, tornou-se
necessaria a utilizacdo de métodos seguros, pouco invasivos e capazes
de fornecer informacdes fidedignas sobre os biomarcadores implicados
em cada doenga. O estudo das medidas do processo inflamatério em
espécimes de escarro aproximou-se desses objetivos. A indugdo do
escarro via inalagdo de solucdo salina hiperténica foi introduzida em
1958 por Bickerman e colaboradores [106] para o diagnostico de
neoplasia de pulmdo. Ao longo da década de 80 do século passado, a
indugdo do escarro foi empregada para obter, de modo direto, as
secrecOes das vias aéreas e possibilitar o diagndstico de pneumonias por
Pneumocystis carinii em pacientes infectados pelo virus HIV. [107]
Posteriormente, Gibson e colaboradores, em 1989, investigaram as
caracteristicas celulares do escarro produzido espontaneamente e
observaram que o perfil inflamatério dos pacientes asmaticos era
caracteristicamente composto por eosinéfilos, propondo que o escarro
fosse uma fonte importante na investigacdo do processo inflamatorio.
[108] Porém, um dos progressos mais importantes na investigacdo da
inflamacdo das vias aéreas inferiores foi a introducdo, por Pin e
colaboradores, em 1992, [109] da inducdo do escarro na investigacdo do
processo inflamatério em pacientes asmaticos. O uso do escarro
induzido pela inalacdo de solugdo hipertbnica exibe uma série de
vantagens sobre outros métodos, como o uso da broncoscopia —
seguranca e praticabilidade sdo as mais Obvias. Além disso, é
relativamente ndo invasivo e pode ser realizado de modo aleatério e
repetitivo. [110] Pode ser aplicado em pacientes com asma ou DPOC de
diferentes gravidades, desde que seja utilizado um método de inducdo
modificado para garantir sua seguranca. [111] A utilizacdo do exame do
escarro induzido tem se mostrado instrumento (til para caracterizar a
resposta inflamatdria, em nivel celular, das vias aéreas em pacientes
com doengas respiratérias inflamatérias [112] e o exame dos
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componentes celulares e da fase liquida do escarro induzido tem se
mostrado reprodutivel, valido e responsivo as mudangas longitudinais.
[110, 111, 113]

Véarios métodos tém sido propostos para avaliar a resposta
inflamatoria na mucosa nasal possibilitando que o padrdo de distribuigdo
celular e inimeros mediadores inflamatérios possam ser mensurados.
[114] No ano de 1983 foi implantado, por Naclerio e colaboradores,
[115] um modelo de avaliacdo da resposta inflamatoria nasal pelo
lavado nasal, que j& passou por algumas modificagdes. [116, 117] Este
método permite, de maneira rapida e acessivel, a obtencdo de diversas
medidas, desde componentes celulares até mediadores inflamatérios, a
depender do objetivo do examinador. Entretanto, uma das grandes
dificuldades em conduzir estudos relativos ao processo inflamatdrio da
mucosa nasal € justamente a escolha do método mais adequado para
realizar a coleta das secrecBes. Algumas técnicas podem ser
consideradas invasivas ou parcialmente invasivas, como a bidpsia e a
curetagem, respectivamente, enquanto outras podem acarretar algum
grau de desconforto no paciente examinado, como é o caso da lavagem
nasal. [114] Ademais, outras técnicas tém sido desenvolvidas, como
demonstrado no Quadro 1.

Quadro 1 - Métodos para a obtencdo de espécimes da cavidade nasal

Estudo Obijetivo Técnica Resultados Comentarios
Melilo Desenvolver Nebulizacdo | Mostrou-se E pouco
(1998) um método por valido e invasivo,
[118] pouco ultrassom reprodutivel na podendo ser
invasivo, capacidade de utilizado de
padronizado e diferenciar forma
reprodutivel. pacientes com repetitiva,
rinite alérgicae | inclusive em
rinite ndo criancas.
alérgica
eosinofilica.
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Estudo Objetivo Técnica Resultados Comentarios
Walsh Descrever um | Swab Os resultados A correlacao
(1999) método pela técnica do entre as
[119] eficiente e swab foram amostras
reprodutivel reprodutiveis pareadas do
para coletar quando as lavado nasal e
secrecdes amostras foram do swab foi
nasais e coletadas com menor em
determinar muitas semanas | individuos
titulos de IgA. de intervalo nos | idosos.
sujeitos idosos.
Watelet, Propor uma Tampéo O método é ndo | Representa uma
J.B.(2003) | nova técnica invasivo, ferramente
[120] para obtencéo padronizado e valida e
de secregdo reprodutivel e reprodutivel
nasal para pode servir para coleta de
analises COmo uma secrecdes
imunolégicas ferramenta nasais.
de maneira valida para
padronizada. futuras
investigagoes.
Ly, Desenvolver e | Lavado As O uso da
F.X.(2010) | demonstrar as | nasal e concentracdes esponja
[121] caracteristicas | esponjas de citocinas, sintética de
de uma nova sintéticas eosindfilos, ECP | poliuretano
técnica de acopladasa | e triptase nas demonstrou
coleta de coletores. secre¢des maior
secrecdes obtidas pelo sensibilidade na
nasais e as coletor foram no | deteccédo dos
suas minimo 8 vezes | mediadores.
vantagens. maiores se
comparadas a do
lavado nasal.

Posteriormente,

devido a alguns problemas metodolégicos

durante o estudo do fluido nasal obtido por meio do lavado, [116, 122]
outras técnicas tém sido concebidas. A obtencdo de medidas por meio
da absor¢do dos liquidos para uma matriz sintética absortiva (MSA) é
um destes exemplos. O método foi originalmente introduzido por
Knowles e colaboradores [123] quando pretendiam efetuar uma analise
quantitativa de secregdes nasais — nasoabsor¢do. O fluido nasal, obtido
por uma MSA, pode ser ultracentrifugado [124] e as medidas de
diversos biomarcadores podem ser efetuadas por meio de “plataformas
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multiplex”, que possibilita avaliar em tempo Unico a concentragdo de
citocinas, quimiocinas, mediadores pro e anti-inflamatorios, fatores de
crescimento, dentre outros.

Se por um lado o lavado nasal tem se mostrado insatisfatorio por
conta de sua pobre reprodutibilidade, uma vez que a tendéncia da
irrigagdo é a diluicdo dos mediadores, 0 método por absorgdo é ndo
invasivo e pode ser usado em repetidos intervalos de tempo. Também
exibe a vantagem de coletar diretamente secre¢Ges que estdo menos
diluidas, possibilitando a deteccdo de sinais proteicos que estariam
abaixo dos limites da detec¢do se coletados pelo método do lavado.
[125, 126] Chawes e colaboradores, 2010, [127] demonstraram a
possibilidade de deteccdo de interleucinas dispensando a necessidade de
provocagdo nasal prévia e esta técnica tem sido submetida a validagéo.
[121, 128] A nasoabsor¢do tem sido utilizada em criancas [127],
neonatos, [129] e apds nasoprovocagdo antigénica especifica. [128, 130]
Um exemplo de MSA é o Leukosorb®, produto patenteado pela empresa
Pall Corporation (Pall Life Sciences, Ann Arbor, Mich), que consiste
em uma matriz fibrosa altamente hidrofilica com poros de
aproximadamente 8 um, desenvolvida originalmente para
procedimentos de isolamento de leucdcitos em amostras de sangue.
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2 JUSTIFICATIVA

Muito se tem feito no sentido de adequar métodos que permitam
a mensuracdo do processo inflamatério nas vias aéreas de maneira
simples e fidedigna. O conhecimento do perfil inflamatério de cada
paciente, aliado a outras informagGes como a sua caracteristica clinica,
fisiologia pulmonar, genética, anatomia patoldgica, epidemiologia da
doenca e sua resposta a tratamentos, poderia contribuir para a
identificacdo de possiveis enddtipos da asma. Com isso, teriamos
condicdes de selecionar adequadamente sujeitos para estudos cientificos
e, com o avango do conhecimento sobre as fisiopatologias, a
possibilidade norteadora para a escolha do tratamento especifico para
cada subtipo da doenca. Por exemplo, diante de resultados relativamente
desapontadores em pacientes asmaticos com o uso de terapia anti-IL5, o
Mepolizumab, [131, 132] quando a selegdo dos sujeitos levou em conta
as caracteristicas fenotipicas inflamatdrias da doenca, a droga foi
reconhecida como uma alternativa ao tratamento da asma eosinofilica.
[133]

Com o conceito estabelecido de vias aéreas unidas é plausivel que
as suas medidas do processo inflamat6rio possam ser estudadas em
espécimes das vias aéreas inferiores e superiores. Neste sentido, as
atengdes tém se voltado para a mucosa do nariz, por ser esta mais
acessivel, com menor potencial de riscos, maior conforto ao paciente e,
promissoramente, a de menor custo.

A questdo a ser respondida por este estudo é relevante para
aprofundar a compreensdo do conceito inflamagcdo nas doengas
respiratorias ao adicionar informaces Uteis na aplicabilidade do exame
das fases liquidas do escarro e do fluido nasal. A demonstracdo da
correlacdo e da concordancia entre o perfil inflamatério do nariz e do
pulmdo, bem como a analise da técnica do fluido nasal concernente a
sua capacidade de discriminar perfis inflamatérios, poderiam permitir,
no futuro, o aperfeicoamento e a simplificacdo da metodologia
empregada em mensurar os biomarcadores das vias aéreas. Se por um
lado o escarro sé pode ser analisado em poucos laboratérios no mundo
com equipamento e pessoal qualificado, a técnica de coleta do fluido
nasal por meio da MSA poderia ser executada em qualquer local, o
material centrifugado, congelado, e a fase liquida enviada a um
laboratério central para determinacdo de um painel de interleucinas.
Assim, foi delineado este estudo para investigar a exequibilidade do
método de coleta de espécimes do fluido nasal e escarro induzido por
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meio de uma MSA, estudar a correlagdo entre a medida de um painel de
interleucinas do fluido nasal e escarro induzido (IL-1f, IL-5, IL-8, IL-
10, I1L-13, IL-17, IFN-y, Eotaxina-1, IP-10 e TNF-a), bem como o poder
discriminatorio entre dois grupos de individuos: um grupo composto por
participantes com asma sem uso de tratamento controlador e um
segundo grupo controle composto de individuos normais.
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3 HIPOTESES

3.1 Hipdtese nula

O método de coleta de espécimes do fluido nasal e escarro
induzido por meio de MSA é inexequivel.

3.2 Hipdtese alternativa

O método de coleta de espécimes do fluido nasal e escarro
induzido por meio de MSA é exequivel.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar a exequibilidade do método de coleta de espécimes do
fluido nasal e escarro induzido por meio de MSA em participantes
asmaticos sem uso de tratamento controlador e individuos saudaveis
sem prévia naso ou broncoprovocagao.

4.2 Obijetivos especificos

a) Investigar a correlacdo entre as medidas de um painel de
interleucinas do fluido nasal e do escarro induzido coletadas
por meio de uma MSA,;

b) Determinar a contagem de células total e diferencial da
amostra do escarro induzido;

c) Correlacionar os perfis inflamatérios — molecular e celular —
entre o fluido nasal e e escarro induzido;

d) Determinar o poder discriminatério do padréo inflamatério do
fluido nasal entre os grupos.
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5 METODOS

5.1 Delineamento do estudo

Estudo de delineamento transversal, envolvendo dois grupos de
individuos. Os participantes preencheram os critérios pré-estabelecidos e
foram incluidos na pesquisa. Resumidamente, o estudo consistiu em:

a) Caracterizacdo do participante como normal ou asmatico sem

uso de medicacdo controladora;

b) Inducéo e processamento do escarro, uma parte serviu para a
obtencdo de citospinas e outra para a abor¢do com MSA —
Leukosorb ®;

€) Absorgdo do fluido nasal e do escarro induzido por meio de
MSA — Leukosorb ®;

d) Avaliacdo das medidas de um painel de interleucinas

inflamatérias do nariz e pulmido — IL-1f, IL-5, IL-8, IL-10,
IL-13, IL-17, IFN-y, Eotaxina-1, IP-10 e TNF-a.

As medidas do perfil inflamatério foram realizadas no mesmo
intervalo de tempo por meio do equipamento Luminex 200 ©. A
obtencdo dos perfis clinicos e inflamatérios medidos no escarro e no
fluido nasal foi realizada as cegas um em relagdo ao outro.

5.2 Amostra

Considerando a probabilidade de 0,5% de se rejeitar a hipotese
nula mesmo sendo esta verdadeira (o = 0,05), a probabilidade de 20% de
ndo rejeitd-la sendo a mesma falsa (B = 0,20) ¢ o coeficiente de
correlacdo estimado em 0,5, uma amostra calculada de 29 participantes é
suficiente para avaliar a correlagdo entre as medidas recuperadas do
fluido nasal e do escarro induzido. [134] Utilizou-se uma subamostra (8
asmaticos e 3 normais, n=11) para o estudo da concordancia entre 2
medidas de espécimes coletados sequencialmente.

5.3 Participantes
Os participantes asmaticos foram selecionados entre pacientes

dos ambulatérios de pneumologia do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Catarina e pacientes da rede privada. Os
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participantes saudaveis foram recrutados entre os pesquisadores e
estudantes. Todos os participantes preencheram os critérios pré-
estabelecidos de inclusdo e exclusdo abaixo discriminados:

5.3.1 Asmaticos sem uso de tratamento controlador

a)

b)

c)
d)

e)
f)

9)
h)

Adultos com idade superior a 18 anos e que apresentassem
asma, cujo diagnostico tenha sido confirmado objetivamente
nos Ultimos 3 anos por limitacdo reversivel ao fluxo de ar
(aumento do VEF; > 200 ml e 12% de variagdo ou mais apds
a inalacdo de broncodilatador de curta duragdo) nos
participantes com limitagdo ao fluxo de ar das vias aéreas
(VEF/CVF < 0,7) ou por hiperresponsividade das vias aéreas
a metacolina (PCy < 8mg/ml) quando de um VEF; > 70% do
previsto;

Asma estavel, indicada pela presenga de sintomas que néo se
alterem na Ultima semana;

Nunca terem fumado ou ndo fumantes hd mais de um ano e
com histdria de tabagismo menor que cinco magos/ano;

Em uso apenas de broncodilatadores de alivio e sem uso de
medicacgdes controladoras (corticoide oral ou inalatério) nos
Gltimos trés meses;

Sem uso de corticoides nasais nos Ultimos dois meses;

Livres de infeccdo respiratoria nas Gltimas quatro semanas;
Capazes de produzir escarro induzido e fluido nasal,

Capazes de fornecer consentimento informado antes do
estudo.

5.3.2 Normais

a)
b)

c)
d)

e)

Auséncia de sintomas respiratérios;

Né&o atopicos (confirmado por meio do teste de punctura para
alérgenos inalados);

Sem uso de corticoides nasais nos Ultimos dois meses;

Nunca terem fumado ou ndo fumantes hd mais de um ano e
com histdria de tabagismo menor que cinco magos/ano;

Livres de infeccdo respiratoria nas Gltimas quatro semanas;
Capazes de fornecer consentimento informado antes do
estudo.
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5.3.3 Critérios de Exclusédo

a) Participantes intolerantes aos procedimentos de coleta ou
incapazes de produzir escarro induzido e/ou fluido nasal;

b) Doengcas graves ou uso de medicagbes que pudessem
confundir os resultados, tais como antibidticos, anti-
inflamatorios ndo esteroidais, anticorpos monoclonais, dentre
outras;

c) Doencas pulmonares conhecidas (fibrose cistica, pneumonia,
dentre outras);

d) Uso de cocaina;

e) Gestantes.

5.4 Aspectos éticos

A participacdo neste estudo foi voluntdria e cada participante
assinou um consentimento apds informacdo completa verbal e por
escrito do estudo. O protocolo do estudo, incluindo a versdo final do
consentimento informado ao participante foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Santa Catarina
— parecer consubstanciado n° 013/08. (Anexo I) Os participantes foram
informados que poderiam descontinuar sua participagdo no estudo a
qualguer momento sem que isso Ihes trouxesse algum inconveniente.

Por fim, os autores declaram que ndo houve financiamento ou
vinculos econdmicos de qualquer natureza por parte de empresas
privadas. Os produtos Luminex® e Leukosorb® estdo protegidos por
direitos autorais e inexistem conflitos de interesse no desenvolvimento
desta pesquisa.

5.5 Coleta de dados

A avaliacdo dos participantes e as respectivas coletas foram
realizadas, em sua maioria, em apenas uma visita. Entretanto, em
algumas ocasides, foi necessaria uma segunda visita para a efetuar o
teste cutaneo alérgico (Prick Test). O periodo transcorrido entre a
primeira e a segunda visita foi de aproximadamente 1 semana.

5.5.1 Visita 1

a) Consentimento escrito e informado; (Anexo II)
b) Breve historia médica para documentar elegibilidade. Um
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formulério para anotar dados, caracteristicas demogréficas, o
cédigo do participante e os critérios de elegibilidade foi
preenchido;

c) Espirometria realizada de acordo com as especificacdes da
American Thoracic Society [135]. O VEF; basal foi calculado
como a média de trés valores reprodutiveis (alteragdo maxima
de 5%). A responsividade dos asméticos ao uso de B,-agonista
foi determinada pela administragdo de 200 pcgs de
Salbutamol, via espacador, e entdo repetindo a espirometria
apos 15 minutos;

d) Inducdo do escarro por meio da inalacdo de aerossol de
solucdo salina com um débito de 0.8ml/minutos e particulas
de diametro médio de 4p. Conduzido de acordo com o método
descrito por Pizzichini e colaboradores. [113]. Em sintese, 0
procedimento foi iniciado apds uma espirometria pré e pos-
broncodilatador para obtencdo dos valores basais. A inducdo
do escarro envolveu a inalacdo de aerossol de solucdo salina
isoténica (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 broncoconstrigcdo presente antes do
procedimento, seguida pela mensuragdo do VEF;. Os
participantes foram orientados a enxaguar a boca, engolir a
agua e assoar 0 nariz para minimizar a contaminagdo 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 solucéo a cada sete minutos,
até completar 21 minutos ou até que ocorresse uma queda do
VEF; igual ou superior a 20%;

e) Rinoscopia anterior para a visibilizacdo direta das cavidades
nasais e colocacdo das tiras de filtro de papel (Leukosorb®)
sobre a mucosa nasal. (Item 5.5.3)

5.5.2 Visita 2 (aproximadamente ap6s 1 semana)

a) Teste cutdneo de leitura imediata a alérgenos inalados
comuns, se ndo foram realizados no Gltimo ano, técnica
prick modificada, [136] foi conduzido para o0s seguintes
alérgenos: penas, gato, cdo, pélen de gramineas, fungos,
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barata doméstica, Blomia tropicalis, Dermatophagoides
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae e acaros de
estocagem, além dos controles negativo (glicerol e tampdo) e
positivo (histamina e fosfato - 10 mg/ml). O teste foi lido
apos 15 minutos e o resultado expresso como tamanho dos
circulos em milimetros. Os circulos com diametro igual ou
superior a 3 x 3 milimetros comparados ao controle positivo
com histamina foram considerados positivos.

5.5.3 Métodos Complementares

a) O escarro foi processado dentro de duas horas, seguindo a
técnica descrita por Pizzichini e colaboradores. [112]
Inicialmente, as porcdes densas do material expectorado
foram selecionadas a olho nu ou, se necessério, sob
visualizacdo por meio de um microscépio invertido, usando-se
um férceps de 115 mm para separar o escarro da saliva. A
fragdo selecionada foi colocada em um tubo de poliestireno de
15 ml e tratada com quatro vezes o seu volume de ditiotreitol
(DTT) a 0,1% (Sputalysin 10%; Calbiochem Corp., San
Diego, CA). O tubo de poliestireno foi entdo colocado em um
agitador de mesa (Dade Tube Rocker; Baxter Diagnostics
Corporation, Miami, FL) por 15 minutos. Para sustar o efeito
do DTT sobre a suspensdo de células, foi adicionada solucédo
salina tamponada em fosfato de Dulbecco (D-PBS) em
guantidade correspondente a quatro vezes o volume inicial de
escarro selecionado. A suspensdo resultante foi filtrada em um
filtro de nailon com microporos de 48um (BBS Thompson,
Scarborough, Ontario) para remover o0s restos celulares e o
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 por meio 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 Il (Shandon Southern Instruments,
Sewickley, PA) e quatro citospinas codificadas foram
preparadas a 450 rpm por 6 minutos. Depois de secar ao ar
livre, as citospinas foram coradas pelo corante de Giemsa para
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a contagem diferencial de células, sendo que 400 células ndo
escamosas foram contadas na lamina de melhor qualidade.
Obtencdo do fluido nasal: técnica modificada de Chawes e
colaboradores [127] na qual duas tiras de papel Leukosorb®
foram cortadas com tesoura nas dimensdes 7 x 30 mm cada.
Com o paciente sentado em posicdo confortivel e cabeca
levemente estendida, as duas tiras de papel foram inseridas,
sob visibilizacdo direta, na cavidade nasal com o auxilio de
um fotéforo (foco de luz frontal) e um espéculo nasal de
Killian. (Figura 1) As tiras foram posicionadas sobre a
mucosa nasal, uma sobre a porcdo anterior da concha inferior
e outra sobre a regido septal caudal e mantidas no local por
dois minutos para a absor¢éo do fluido nasal. Para a analise da
concordancia entre as medidas em duplicata, em 13
participantes duas tiras adicionais foram inseridas,
sequencialmente, na narina contralateral e mantidas sobre a
mucosa por dois minutos;

Obtencdo do fluido do escarro: ap6s a inducdo, uma parte do
escarro induzido foi reservada para a colocagdo da MSA.
Assim, duas tiras de Leukosorb® foram mantidas em contato
com o escarro durante dois minutos para a absorcdo. Para a
analise da concordancia entre medidas em duplicata, em 13
participantes duas tiras adicionais foram também colocadas e
mantidas sobre a secregdo por dois minutos;

Determinacdo do painel de interleucinas do fluido nasal e da
fase liquida do escarro induzido: as tiras foram imersas no
meio tamponado Milliplex Assay Buffer 200uL + Inibidor de
Protease DPP-1V 4uL, contidos em um tubo com filtro —
Costar® Spin-X® acoplado ao Eppendorf. O fluido foi
misturado as tiras Leukosorb® por meio de um Vortex mixing
durante aproximadamente 20 segundos. O material foi
centrifugado a 16000g durante 10 minutos (em centrifuga
refrigerada a 4°C). O filtrado ficou retido no recipiente abaixo
do filtro enquanto as tiras secas foram desprezadas.
Novamente o filtrado foi agitado por 5 segundos com o
Vortex e distribuido em aliquotas de 75 pl a 100 pl em
criotubos e armazenado a - 80°C. O material foi transportado
a um laboratorio central e, apds o descongelamento, analisado
pelo Luminex 200 ®. Os resultados foram expressos em pg/m.
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5.5.4 Materiais e equipamentos necessarios

a)

b)

d)
€)

9)
h)
i)
)

Kit com punctores descartaveis (Fabricante Alko do Brasil,
Rio de Janeiro, RJ) e extratos alergénicos para diagnosticos
composto por 10 antigenos inalatorios (Fabricante
Alergolatina, Rio de Janeiro, RJ)

Papel Leukosorb® (Fabricante Pall Life Sciences, Portsmouth,
Cat no. BSP0669)

Espirdmetro Koko-Trek Spirometer (Fabricante Trudal
Medical, London, Ontario)

Espacador (Aerochamber)

Nebulizador ultrassénico (Fabricante Fisoneb)

Tubos para centrifugacdo com filtro de celulose acetato - Spin
Filters em tubos Eppendorf. Costar® Spin-X® centrifuge tube
filters, tamanho dos poros 0.22 um (Fabricante Sigma-Aldrich,
Cat no.CLS8161)

Tubos Eppendorf (Fabricante VWR International Cat no. 211-
2130)

Milliplex Assay Buffer (Fabricante Millipore, Cat no. L-AB)
Inibidor de Protease DPP-IV (Fabricante Millipore Cat no.
DPP4, DPP4-010)

Tubos criogénicos de 2ml, auto-sustentaveis (Fabricante
Techno Plastic Products AG. Cat no. 89020)

K) Espéculo nasal de Killian (esterilizado), pinca baioneta

1)

(esterilizada), foto6foro, isopor com gelo
Micropipeta P10, Vortex, balanca digital

m) Kit Milliplex para 10 analitos - Human Cytokine Magnetic

(Fabricante Millipore indentificacdo do kit: HCYT-MAG-
60K-10)

Figura 1 - Insercdo da matriz sintética absortiva na cavidade nasal
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5.6 Medidas
5.6.1 Desfecho principal

Medidas do painel de interleucinas — IL-1f3, IL-5, IL-8, IL-10,
IL-13, IL-17, IFN-y, Eotaxina-1, IP-10 e TNF-o. — da fase liquida do
fluido nasal e do escarro induzido obtidas por meio de uma matriz
sintétitca absortiva, Leukosorb®, processadas e posteriormente
analisados pela plataforma multiplex Luminex 200® utilizando-se um kit
magnético — Milliplex Human Cytokine Magnetic (HCYT-MAG-60K-
10). O equipamento Luminex 200 ® IS Analyser (Luminex Corp., Austin,
Tex) é baseado em citometria de fluxo e dispde de microesferas (beads)
de poliestireno ou paramagnéticas cromatizadas internamente com
fluoréforos vermelhos e infravermelhos de diferentes intensidades. A
cada microesfera é conferido um padrdo de marcacdo peculiar, 0 que
permite a diferenciacdo de uma microesfera da outra. Varias
microesferas especificas para cada analito podem ser, em seguida,
combinadas em um Unico pogo de uma placa de ensaio e esta, por sua
vez, pode abrigar até 96 pocos preparados a detectar e quantificar
simultaneamente vérios analitos. A sensibilidade do kit para as
interleucinas foi: IL-1pB: 1,0 pg/ml; IL-5: 0,7 pg/ml; IL-8: 0,7 pg/ml; IL-
10: 1,6 pg/ml; IL-13: 1,9 pg/ml; IL-17: 1,2 pg/ml; IFN-y: 1,1 pg/ml;
Eotaxina-1: 6,8 pg/ml; IP-10: 14,0 pg/ml e TNF-o.: 1,1 pg/ml.

5.6.2 Eventos medidos no escarro

Contagem total e diferencial de células. A eosinofilia e a
neutrofilia do escarro definidas por uma contagem diferencial de
eosindfilos > 3% e > 65%, respectivamente. [137].

5.7 Analise estatistica

Uma analise descritiva foi utilizada para sumarizar as
caracteristicas dos sujeitos. Os dados continuos foram analisados quanto
a sua distribuicdo pelo método de Shapiro-Wilk, e expressos como
média + desvio padrdo ou mediana * intervalo interquartilico. As
diferencas entre 0s grupos normais e asmaticos, tanto para a celularidade
do escarro como para as interleucinas, foram examinadas pelo teste ndo
paramétrico para amostras independentes de Mann-Whitney e, em caso
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de distribuicdo paramétrica, o teste t para amostras emparelhadas. Em
caso de varidveis categéricas foi utilizado o teste ¥°. A concordancia
entre as medidas em duplicata foi avaliada pelo coeficiente de
correlagdo intraclasse. A correlagdo entre o perfil inflamatorio do fluido
nasal e do escarro induzido foi determinada pelo coeficiente de
Spearman. A corre¢do post-hoc de Bonferroni foi aplicada para o estudo
das maltiplas correlagdes e o nivel de significancia ajustado para 0,008.
A analise multivariada de componentes principais foi aplicada para a
identificacdo de possiveis constructos a partir das relagdes entre as
variaveis e a analise de regressdo logistica com dados transformados
(logaritmo natural) foi usada para a detecgdo de varidveis preditivas no
fluido nasal relacionadas ao perfil inflamatério do escarro induzido.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas dos participantes

A Tabela 1 sumariza as caracteristicas dos sujeitos. No total 53
participantes — 32 asmaticos (idades entre 18 e 53) e 21 normais (idades
entre 25 e 57 anos) — participaram do estudo. Dois participantes — um
asmatico e um normal — desistiram durante o procedimento de indugéo
do escarro. Trés participantes — um asmatico e dois normais — foram
excluidos por apresentarem amostras de escarro inadequadas para o
estudo da celularidade. Por fim, um participante normal foi excluido por
ter expelido, no decorrer da inducdo do escarro, diversos tonsilolitos
(caseum). Em asmaéticos, o nimero de participantes do sexo feminino
foi maior que o sexo masculino (2:1). Além disso, a média de idade em
asmaticos foi menor comparada aos participantes normais (31,8 vs 43,1;
p valor 0,005).

Tabela 1 - Caracteristicas dos sujeitos

Normais Asmaticos

Sujeitos 17 30
Sexo

Masculino 10 10

Feminino 7 20
Idade (Média + DP) 43,1+13,3 31,8+12,4
Atopia (%) 0 29 (97%)
VEF1% pré BD (Média+ DP) 935+11,4 789+119
VEF1/CVF% pré BD (Médiat DP) 0,94 +0,5 0,71+0,1

VEF1: volume expiratério forcado do 1o segundo; CVF: capacidade vital forcada; BD: broncodilatador; DP: desvio padréo
6.2 Biomarcadores

Todos os analitos foram mensuraveis. Alguns resultados, todavia,
situaram-se abaixo do limite de quantificacdo. Desses, o IFN-y foi o que
apresentou o maior nimero de valores abaixo do limite de quantificacdo
(40% das medidas) ao passo que a IL-8 e a IP-10 ndo apresentaram
nenhum resultado abaixo do limite. Pelo contréario, um valor de IP-10 do
fluido nasal de um individuo asmatico excedeu o limite superior de
quantificacdo. (Tabela 2)
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Tabela 2 -Resultados fora do espectro de quantificacdo

Normais (n=17) Asmaticos (n=30)
Fluido Fluido

Interleucinas nasal Escarro nasal Escarro Total (%)
IL-1B 3 1 10 1 15 (16%)
IL-5 7 11 4 4 26 (27%)

IL-8 -- -- -- - --
IL-10 = = 1 = 1 (0,9%)
IL-13 1 5 2 7 15 (16%)
IL-17 2 3 2 6 13 (14%)
IFN-y 9 9 12 38 (40%)
Eotaxina-1 1 1 2 4 8 (8,5%)
IP-10 - 1 -- 1 (0,9%)
TNF-a B 4 11 9 27 (28%)

Numero de andlises de interleucinas fora do limite de quantificagdo; valores em
vermelho: abaixo do limite; valor em azul: acima do limite

O padréo de distribuigdo dos dados continuos foi escrutinado e
observou-se que, em relagdo as interleucinas, independentemente de o
sitio ser o fluido nasal ou o escarro induzido, todo os dados
configuraram distribuicdo ndo paramétrica, tanto em participantes
asmaticos como normais. A tabela 3 apresenta os valores observados
das interleucinas do fluido nasal e escarro induzido.

Tabela 3 - Valores mensurados de interleucinas do fluido nasal e escarro
induzido

Normais (n=17) Asmaticos (n=30)

Interleucinas Fluido nasal Escarro Fluido nasal Escarro
IL-1B 2,14 (3,9) 9,26 (15,9) 1,31(2,9) 10,51 (31,5)
IL-5 0,79 (0,9) 0,22 (0,7) 7,71 (28,0) 2,35(14,4)
IL-8 3104 (4536) 925 (1047) 1492 (2602) 867 (1454)
IL-10 2,31(3,3) 1,58 (1,8) 3,95(11,2) 2,73 (5,4)
IL-13 2,20(11,8)  1,21(1,23) 9,46 (19,2) 1,50 (5,4)
IL-17 0,75(0,9) 0,59 (0,6) 0,7 (1,4) 0,65 (0,5)
IFN-y 1,09 (2,3) 0,43 (1,3) 1,16 (2,6) 1,28 (3,7)
Eotaxina-1 21,5(19,3) 13,3(25,2) 26,2 (33,6) 12,1 (28,7)
IP-10 3175(7129) 1337 (8286) 6977 (8747) 2289 (7280)
TNF-a 2,50 (6,3) 1,44 (2,9) 2,07 (3,6) 2,88 (6,4)

Valores de interleucinas em pg/ml e expressos como mediana (amplitude interquartilica)
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A Tabela 4 sintetiza as caracteristicas de celularidade do escarro
induzido em ambos os grupos. Houve diferenga significativa entre os
grupos quanto a média de concentragdo de eosinofilos e linfocitos — p
valor < 0,001 e 0,006, respectivamente.

Tabela 4 - Contagem diferencial de células do escarro induzido

Células Normais (n=17)  Asmaéticos (n=30) p valor
Neutréfilos (%) 449+195 38,3+229 0,43
Eosindfilos (%) 0,1+0,3 6,2+79 <0,001*
Macréfagos (%) 43,7+13,1 459+ 222 0,91
Linfdcitos em (%) 13+1 25+15 0,006**
Células Epiteliais 9,9+139 7+15,6 0,37
(%)

Dados expressos como média + desvio padréo; *Teste ndo paramétrico para amostras
independentes de Mann-Whitney; ** Teste t para amostras independentes

Pela analise da concordancia entre as medidas de espécimes em
duplicata pdde-se observar que, com excecdo da 1L-13 do fluido nasal,
todas as correlagbes foram consideradas satisfatorias ou excelentes.
(Tabela 5)

Tabela 5 - Andlise da concordancia entre as medidas em duplicata

Interleucinas Fluido Nasal Escarro Induzido

IL-1B 0,60 0,91
IL-5 0,66 0,98
IL-8 0,97 0,98
IL-10 0,66 0,98
IL-13 0,38 0,95
IL-17 0,95 0,91
IFN-y 0,77 0,99
Eotaxina-1 0,88 0,96
IP-10 0,91 0,87
TNF-o 0,92 0,98

Resultados expressos em coeficiente de correlacéo intraclasse

O estudo das correlagGes entre as interleucinas do fluido nasal e
do escarro induzido revelou que houve correlagfes positivas em 5 das
10 interleucinas avaliadas: IL-5 (r = 0,6; p valor < 0,001), IL-10 (r =0,5;
p valor < 0,001), IFN-y (r = 0,6; p valor < 0,001), IP-10 (r = 0,6; p valor
< 0,001) e TNF-a (r = 0,44; p valor 0,002). Além disso, houve
correlagdo para a IL-1 B e a IL-13, porém sem significancia estatistica.
(Tabela 6).
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Tabela 6 - Correlagdo entre medidas de interleucinas do fluido nasal e do
escarro induzido em asméticos e normais

Interleucinas Correlagéo P valor
IL-1B 0,4 0,012
IL-5 0,6* < 0,001
IL-8 0,2 0,13
IL-10 0,5* < 0,001
IL-13 0,3 0,026
IL-17 0,2 0,3
IFN-y 0,6* <0,001
Eotaxina-1 0,03 0,859
IP-10 0,55* < 0,001
TNF-a 0,44* 0,002

Coeficiente de correlagdo de Spearman; *estatiscamente significante ap6s correcdo de
Bonferroni (p < 0,008)

A avaliagdo da correlagdo entre os niveis de citocina do fluido
nasal e a contagem de eosinofilos do escarro demonstrou correlacéo
positiva entre nivel de IL-5 nasal e eosinéfilos no escarro (r = 0,7; p <
0,001). Também foram observadas correlagbes negativas entre a
contagem de eosinofilos e IL-1 B, IL-8, IL-17 e TNF-a, porém sem
significancia estatistica. (Tabela 7) Adicionalmente, houve correlagdo
positiva entre IL-5 e eosindfilos medidos no escarro (r = 0,73; p <
0,001).

Tabela 7 - Correlagao entre contagem de eosinéfilos do escarro induzido
e interleucinas do fluido nasal

Interleucinas Correlagdo P valor
IL-1p -0,1 0,75
IL-5 0,7 < 0,001*
IL-8 -04 0,02
IL-10 0,3 0,047
IL-13 0,2 0,23
IL-17 -0,1 0,72
IFN-y 0,01 0,94

Eotaxina-1 0,3 0,09
IP-10 0,2 0,14
TNF-a - 0,04 0,79

Coeficiente de correlagdo de Spearman; *estatiscamente significante ap6s correcao de
Bonferroni
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As concentragdes de IL-5 do fluido nasal e do IL-5 do escarro
induzido de normais e asmaticos foram examinadas e constatou-se
diferenca estatiscamente significante em ambas as situacGes. (Figura 2)
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® |L-5 escarro

- ]
o ‘:
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Figura 2 - Concentra¢fes de IL-5 do fluido nasal e IL-5 do escarro
induzido em normais e asmaticos. Valores de IL-5 expressos em Log
para composicao grafica; * p valor < 0,001; ** p valor 0,001.

A analise multivariada de componentes principais (PCA) com
extracdo de dois fatores identificou, apds a remocdo de varidveis com
baixa carga de comunalidade (IL-10, IL-13 e IFN-y), dois componentes
principais: o primeiro composto por interleucinas com caracteristicas
predominantemente Thl e o segundo componente com predominancia

Th2. (Figura 3)
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Figura 3 - Anéalise de componentes principais (PCA) para as
interleucinas do fluido nasal em todos os participantes (asmaticos e
normais). Apds extracdo em 2 fatores e remog¢ao de varidveis com
baixa comunalidade (IL-10, IL-13 e IFN-y), as variaveis em
vermelho — TNF-a, IL-8, IL-1p e IL-17 — s@o melhor explicadas
pelo componente principal 1. As varidveis em azul — IL-5,
Eotaxina e IP-10 — sdo melhor explicadas pelo componente
principal 2.

A andlise multivariada de regressdo logistica, método stepwise,
foi aplicada utilizando-se as interleucinas do fluido nasal como variaveis
independentes preditivas do perfil inflamatério eosinofilico do escarro
induzido, assim caracterizado se a concentragdo de eosinofilos > 3,0%.
As medidas disponiveis para o ajuste de modelo, como a -2 Log
verossimilhanga, valor de Cox e Snell, valor de Nagelkerke e medida de
Hosmer e Lemeshow, demonstraram adequacgéo de ajuste do modelo. As
variaveis inseridas na equacao final foram IL-5 e IL-8, sendo a primeira
com influéncia positiva e a segunda com influéncia negativa sobre o
resultado de escarro eosinofilico. A partir do modelo, o percentual de
acerto (pertinéncia prevista para cada grupo) foi de 86,7% para 0 grupo
de escarro nao eosinofilico (especificidade) e de 70,6% para o grupo de
escarro eosinofilico (sensibilidade). Desta forma, a proporcédo geral de
sucesso foi de 80,9%.
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7 DISCUSSAO

Este estudo atestou a exequibilidade do método de coleta de
espécimes do fluido nasal e do escarro induzido utilizando-se uma MSA
(Leukosorb®) para a medida de interleucinas — IL-1B, IL-5, IL-8, IL-10,
IL-13, IL-17, IFN-y, Eotaxina-1, IP-10 e TNF-a —, processadas e
posteriormente analisadas em uma plataforma multiplex em
participantes asmaticos sem uso de tratamento controlador e
participantes saudaveis sem prévia naso ou broncoprovocagdo. A MSA
demonstrou versatilidade para a coleta de espécimes das vias aéreas por
ser minimamente invasiva, tolerdvel, de répida execucdo e por
possibilitar a deteccdo dos biomarcadores moleculares prescindindo de
provocagdo alergénica. Além disso, a partir desse método, foram
demonstradas correlagdes positivas entre interleucinas do fluido nasal e
do escarro induzido em ambos os grupos. Esse achado é relevante por
fortalecer o conceito de via aérea Unica, tendo em vista que houve
correlagdes positivas entre o fluido nasal e o escarro a partir de cinco —
IL-5, IL-10, IFN-y, IP-10 e TNF-a — de 10 interleucinas estudadas,
além de ter havido correlacdo positiva entre a contagem de eosinéfilos
do escarro induzido e a IL-5 do fluido nasal (r = 0,7; p < 0,001).

A validade do método da MSA pdde ser assegurada de diversas
formas. Por exemplo, a diferenca significativa entre as concentracfes da
IL-5 de individuos normais e asmaticos, tanto do fluido nasal como do
escarro induzido, traduziu a capacidade do instrumento em revelar
grupos distintos. Além disso, os modelos constituidos de analise
multivariada também contribuiram para a validade. Inicialmente, com a
analise fatorial de componentes principais foi possivel identificar, pelas
variaveis empregadas, dois principais agrupamentos (clusters) de perfil
inflamatério, o primeiro com composto por interleucinas com padrédo
Th1/Th17 e o segundo com interleucinas predominantemente Th2. Em
seguida, por meio de uma regressdo multivariada logistica, ao investigar
as interleucinas do fluido nasal como possives varidveis preditoras da
eosinofilia do escarro, alcangou-se uma propor¢do de 80,9% de sucesso
do modelo gerado, com 86,7% especificidade e 70,6% de sensibilidade.
Neste caso, as interleucinas reveladas com capacidade preditora foram a
IL-5 e a IL-8, sendo a primeira com influéncia positiva e segunda com
influéncia negativa no modelo. Quanto a analise da concordancia entre
medidas em duplicata, observou-se excelente concordancia entre as
medidas do escarro induzido (ICC 0,87 — 0,99), enquanto para o fluido
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nasal as concordancias variaram entre 0,38 (IL-13) a 0,97 (IL-8). Essa
maior amplitude observada no fluido nasal pode ser explicada por
limitacBes inerentes ao método ou especificamente relacionada a
citocina medida. Em alguns participantes as tiras de MSA recuperadas
estavam secas, 0 que pode ter influenciado nos resultados. Talvez seja
importante manté-las por mais tempo sobre a mucosa nasal e este
aspecto necessita ser avaliado a posteriori. Outra hipdtese diz respeito a
variacdo natural de engurgitamento alternante das fossas nasais,
conhecida como ciclo nasal, que pode ter influido quali ou
quantitativamente na caracteristica do material recuperado. Infelizmente
ndo fomos capazes de pesar as tiras antes e ap6s a inser¢ao nas fossas
nasais. Entendemos a importancia de, futuramente, expor a técnica de
coleta de fluido nasal e escarro induzido por MSA & andlise da
reprodutibilidade, assim como é fundamental testar o modelo de
regressao logistica em uma segunda amostra, com intuito de assegurar a
validade do método e do modelo, respectivamente. [138]

Em grande parte, os resultados observados neste estudo foram
ratificados por plausibilidade bioldgica. Por exemplo, a IL-5, uma das
principais citocinas do padrdo Th2, é importante fator de crescimento
hematopoiético e que desempenha papel crucial na maturacdo e
sobrevida de eosindfilos. [139] Com efeito, as concentracdes de IL-5 do
fluido nasal e do escarro induzido, como j& mencionado, ndo apenas
foram maiores em individuos asmaticos, como também demonstraram
correlacdo positiva com a contagem de eosinéfilos do escarro induzido.
E interessante observar que, em relacio a Eotaxina-1, apesar de exercer
0 recrutamento de eosindfilos, [140] observou-se apenas fraca
correlagdo com a contagem de eosinéfilos no escarro. Uma possivel
explicacdo para isso pode ser o fato de os participantes ndo terem sido
submetidos a estimulo provocatério previamente a coleta das secrecdes.
Com efeito, Semik-Orzech e colaboradores demonstraram uma relagéo
temporal na atividade da Eotaxina desde uma acdo menos importante
nas fases imediatas até uma atuagcdo mais marcante nas fases tardias do
processo inflamatorio, [141] o que ndo foi possivel mensurar no
presente estudo pois os participantes ndo foram submetidos a testes de
provocacdo. Ainda, os asmaticos deste estudo, embora ndo estivessem
utilizando corticoides inalatorios, faziam uso regular ou ocasional de (2-
agonistas e estes, por sua vez, podem inibir a Eotaxina-1 quando
induzida pelo TNF-a. [142, 143] Além disso, na construcdo dos
componentes principais a IP-10 do fluido nasal, curiosamente,
apresentou uma tendéncia de agrupamento muito préxima a
interleucinas de padrdo especifico Th2 — Eotaxina-1 e IL-5.
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Sabidamente, a IP-10 pode estar presente em niveis elevados nos
individuos asmaticos frente a condicdes de infecgfes respiratorias, [144]
porém esse era um critério de exclusdo dessa pesquisa. Mais
recentemente, um estudo demonstrou que a IP-10 do escarro induzido
em asmaticos & maior do que em individuos normais e esta diferenca
parece estar mais pronunciada em asmaticos com predominio
combinado de eosindfilos e neutréfilos no escarro induzido (escarro
granulocitico misto). [145] E util mencionar que os autores do estudo
citado consideraram a contagem diferencial de células do escarro
induzido utilizando como pontos de corte para eosinofilia e neutrofilia 2
e 40%, respectivamente. Vale ressaltar que os pontos de corte acima
descritos sdo diferentes daqueles utilizados em nossa metodologia.
Contudo, se aplicAssemos 0s mesmos parametros nos resultados do
presente  estudo, obteriamos uma IP-10 do fluido nasal
significativamente elevada em individuos com celularidade mista
granulocitica no escarro induzido em relacdo a outros padrdes de
predominio celular no escarro.

Esse estudo possui algumas limitacGes. Primeiramente, alguns
valores embora detectaveis, situaram-se abaixo do limite de
quantificacdo mediante a analise do Luminex 200®, sendo mais evidente
para IL-5 de participantes normais, tanto no fluido nasal como no
escarro induzido. De forma similar, em relagdo ao IFN-y ¢ TNF-a,
foram observados resultados abaixo do limite de quantificacéo tanto em
normais quanto em asmaticos. Tivemos a precaucdo de executar uma
analise, em paralelo, das correlagGes excluindo os casos abaixo do limite
de quantificacdo do método. Observamos que ndo houve diferenca
significativa quanto a intensidade das correlacdes entre os dois cenarios
(mantendo ou excluindo os valores abaixo do limite de quantificacéo)
nas analises multivariadas. De fato, alguns autores atestam beneficio
minimo em se restringir apenas a analise dos valores situados acima
limite de quantificacdo, [146] inclusive em analises que envolvam
muitas varidveis. [147] Assim, entendemos ter sido apropriada a
manutencdo dos elementos amostrais ou mesmo de variaveis na situacao
exposta, pois isso ndo ocasionaria impacto sobre as analises e,
sobretudo, preservaria o tamanho da amostra. Quanto as caracteristicas
dos participantes, o nimero de individuos asmaticos do sexo feminino
foi maior que o masculino (2:1), e esse achado pode refletir o aspecto
epidemioldgico da doenca, cuja prevaléncia em mulheres comparada a
homens é maior em individuos adultos. [148] Além disso, a média de
idade em asmaticos foi menor comparada aos participantes normais
(31,8 vs 43,1; p valor 0,005). Uma possivel explicacdo para essa
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disparidade esta no fato de que os asmaticos incluidos no estudo serem
livres de corticoides inalatérios ou orais, e isso pode ter influenciado na
formacdo de uma amostra composta por doentes mais novos. Outra
limitacdo diz respeito & ndo inclusdo da medida da celularidade do
fluido nasal, a exemplo do escarro induzido. Ao acrescentar dados sobre
a contagem diferencial de células do fluido nasal, por exemplo com
predominio de eosindfilos ou neutréfilos, poderiamos tanto fortalecer as
correlacbes j& observadas, como estabelecer possiveis novas
correlagBes. Atualmente, um dos meios mais utilizados para avaliar a
celularidade nasal é a lavagem nasal, sendo oportuno o emprego desta
medida em futuros estudos a partir da escolha da metodologia de coleta
mais apropriada, [115, 116, 149] bem como do processamento do
lavado. [150, 151] Esse estudo também ndo contemplou 0s
biomarcadores do sangue periférico. Cabe ressaltar que na época do
inicio desta pesquisa, a contagem de eosindfilos no escarro induzido
havia demonstrado ser um parametro apropriado para a selecdo dos
individuos que poderiam se beneficiar com a terapia anti-1L-5. [133,
152] Apenas mais recentemente é que a eosinofilia do sangue periférico
foi introduzida como parametro alternativo ao escarro induzido para a
caracterizacdo daqueles individuos que respondem a terapéutica anti-1L5
com melhora clinica com essa terapia. [153-155]

As aplicabilidades dos métodos de coleta de fluido nasal e escarro
induzido por meio da MSA podem ser muitas, dentre elas a de
caracterizar possiveis endétipos das principais doencas inflamatdrias das
vias aéreas. Tanto a asma como as rinossinusites sdo doencas de alta
heterogeneidade. Por isso, caracteristicas clinicas observaveis, como a
resposta a terapias instituidas, a intensidade de sintomas, o inicio da
doenca, o perfil celular da inflamacdo, fatores desencadeantes, entre
outras, podem ser complementadas com o estudo dos padrdes
moleculares inflamatérios que possibilitem o desvendar dos possiveis
mecanismos fisiopatologicos das enfermidades — endétipos. Desde que,
ha mais de trés décadas, a terapia anti-interleucina foi introduzida, [156]
diversos anticorpos monoclonais tém sido desenvolvidos para o
tratamento de uma variedade de enfermidades, incluindo as doencas
inflamatérias das vias aéreas. [133, 157-161] Neste sentido, o
conhecimento a respeito dos diferentes biomarcadores moleculares bem
como a sua caracterizacdo como variaveis preditoras de resposta a
intervencdes é crucial para que os estudos com novas terapias possam
ser conduzidos, além da possibilidade de aperfeicoamento de
tratamentos ja utilizados atualmente. Uma aplicacdo possivel para esse
método seria a identificacdo dos individuos com elevada concentracdo



61

de IL-5 no fluido nasal e a sua estratificacdo para intervencdes com
terapias por anticorpos monoclonais hoje existentes (Mepolizumabe,
Reslizumabe e Benralizumabe). E futuramente, na pratica clinica, a
caracterizacdo endotipica de cada paciente evidenciando o(s)
biomarcadores(s) de maior relevancia, aliada a informagdes sobre o
fendtipo clinico e molecular — eosinofilico, neutrofilico, granulocitico
misto ou paucigranulocitico — , permitiriam a utilizagdo de terapias de
alta precisdo com menor efeitos colaterais.
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8 CONCLUSOES

O método de coleta de espécimes do fluido nasal e do escarro
induzido por matriz sintética absortiva foi exequivel, minimamente
invasivo, tolerdvel, de rapida execucdo e possibilitou a deteccdo de
biomarcadores moleculares sem prévia provocacdo alergénica em
participantes normais e asmaticos sem uso de tratamento controlador. A
validade do método pode ser assegurada por diversas formas.
Primeiramente, foram demonstradas correlagfes positivas entre
interleucinas do fluido nasal e do escarro induzido em ambos 0s grupos,
e entre a inteleucina I1L-5 do fluido nasal e a concentragdo de eosinofilos
do escarro induzido. Além disso, a analise multivariada de componentes
principais permitiu a detec¢do de dois componentes principais, sendo o
primeiro composto por interleucinas compativeis com o padrdo Thl e
Th17, e o segundo composto por interleucinas predominantemente do
padrdo Th2. Finalmente, a analise de regressdo multivariada logistica
possibilitou a identificacdo de 2 interleucinas, IL-5 e IL-8, com
caracteristicas preditivas ao escarro eosinofilico.
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9 IMPLICACOES

O método de coleta por MSA permite, de forma rapida e ndo
invasiva, o acesso ao perfil inflamatério molecular da via aérea superior,
com a possibilidade de identificar possiveis endotipos de doencas
inflamatorias das vias aéreas. Desta forma, estudos que envolvam
intervencfes, por exemplo com anticorpos monoclonais, poderiam
dispor desta técnica para a selecdo dos participantes com determinado
padrdo de concentracdo de um ou mais biomarcadores para a
implementacao de uma terapia especifica.

Futuramente na pratica clinica, a caracterizacdo endotipica de
cada paciente aliada a outras informacgdes, como o fenétipo clinico e
molecular, aprofundariam o entendimento sobre aspectos de predicao de
riscos e preventivos da doenca, e norteariam a utilizacdo de terapias de
alta precisao com menor efeitos colaterais.

Estudos mais elaborados serdo necessarios para fundamentar a
acuracia dessas observacgoes.
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INTRODUCAO

A apneia obstrutiva do sono (AOS) pode ser definida por cince ou mais episodios
por hora de eventos respiratimios predominantemente cbstrutivos durante o exame de
polissonografia. Esses eventos devem estar assoctados a sinais e sintomas como Tonce
intenso, sonoléncia diuma, despertares sibitos com sensagie de sufocamento e apneias
observadas per outrem Altemativamente, uma frequéncia de eventos respiratdmos
obstrutives acima de 15/h satisfaz o critério diagnostico mesmo na auséncia de sinais e
smtomas (1).

Esta condicio representa mais de 85% de todas as causas de distirbios respiratérios
telacionados ao sono (2). Em um estudo de base populacional conduzido na cidade de
Sdo Paulo, a prevaléncia da AOS foi de 32.8% (3), trazendo a tona a magnitude desse
problema. Quanto ao mmpacto financeiro, estima-se em 3.4 bilhdes de dolares o custo
anual nos Estados Unidos apenas para o tratamento de problemas médicos ommdos da
AOS (4).

Estudos tém demonstrado uma estreita relaco entre a AOS e a hipertensdo arterial
sistémiea (3), as alteragies no metabolismo da glicose (6), as doengas cardiovasculares
(7) bem como as Tespiratorias, como a asma e a doenga pulmonar cbsttiva crmica
(DPOC) (8). Além disso, sonoléncia excessiva diuma, fadiga, imitabilidade e alteragdes
de personalidade tambeém tém sido atnbuidas as dessaturacdes da oxihemoglobina
intermitentes, assim como i privagdo de sono cronica derivada da fragmentacio do
mesmo (9).

Todas essas alteracdes podem levar a uma dinumucio da quabdade de vida.
Enguanto exmste por parte dos estudos uma supervalenzacio do indice de apneia e
hipopneia (IAH) como medids de desfecho. curnosamente, wm aspecto ainda pouce
menciomado € o efeito da AOS na qualidade de vida. Entretanto, existe uma fraca
comelacio entre a qualidade de wida relatada peles pacientes e o IAH, tomando
madequade o use isolade deste desfeche (10). Por isso, parece razodvel que a
mensuragio da qualidade de vida por meio de um questiondrio especifico possa ser
considerada. o que permitinia a sua utilizagiio em estudos epidemioldgicos de diferentes
regides e em ensaios clinices. Além disso, a aplicaco do instrumento possibilitaria uma
andlise mais fidedima dos efeitos em curto, médio e longo prazo, uma vez instituido um
deternunado tratamento. Para isso, sfio pecessinos questiondnios devidamente
validados, como o Quebec Sleep Questionnaire (Q5Q), que figura entre os principais
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instrumentos voltados a avaliacio da qualidade de vida em pacientes com AOQS. Até o
momento, nenlm nstrumento especifico para a avaliaco da qualidade de vida em
pacientes com AOS foi elaborado ou adaptado para o Brasil Portanto, o presente estudo
tem como objetivos a tradugio e a adaptacio cultural do QSQ para a lingua portugussa
falada no Brasil.

METODOS
DEsCRIC A0 DO Q5Q)

0 Q5Q (11) é um instrumento composto por 32 itens que avaliam o impacto da
apneia em cinco dominios distintos: somoléncia diuma, sintomas dinumes, sintomas
notumes, emo¢des e inferacdes soclais. Cada domimo compde-se de 4 a 10 itens
pontuados em uma escala do tipo Liker? de 1 a 7 pontos. Os resultados sio apresentados
como a pontuacio média de cada dominio separadamente. Escores mais altos refletem
sintomas mais brandos. Os itens comespondentes cada dominio sio:

- Sonoléncia Diurna: 7, 16, 20, 27, 31, 32,

- Smtomas dinrnos: 1, 10, 11, 1417, 18, 159, 23, 26, 29.

- Sintomas noturnos: 4. 9, 21, 22, 25 28 30

- Emocdes: 3,6, 8,15, 24

- Imteracdes sociais: 2, 3, 12, 13,

O item 32, que faz referéncia ao ate de dingir antomdveis, deverd ser deixado em
branco caso o paciente nio dirja. sendo a média do dominio “sonoléncia divma”
calculada a partir dos cineo itens restantes.

DELINEAMENTO

Este & um estudo metodelogice que enveolveu a traduclo e a adaptagio cultural
do QS5Q para a lingua portuguesa falada no Brasil As etapas percomidas para o
processo de adaptacio cultural, que também podem ser encontradas em outras
publicagdes (12-14), foram executadas mngorosamente conforme sugestdes
internacionalmente aceitas (15) e serfio resumidas a seguir: 1) Preparagiio: reunifo entre
o5 pesquisadores para tracar os planos de trabalho e obtencio da autorizacio para o uso
do Q50 contatando o idealizador do mesmo; 2) Tradugio: conduzidas trés traducdes do
QSQ a partir da lingua inglesa para a lingua portuguesa por trés profissionals da drea da
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saide, de forma mdependente; 3) Reconciliagio: reconciliagio entre os tradutores para a
fornmlagio de (mica versiio na linpua portuguesa; 4) Retraducio: tradugio reversa da
versdo tmica reconciliada para o inglés; 5) Comparagio e harmonizagfio da retradugio:
comparagio, condurida pelos autores, da retraducio com a versdo original do QS(Q para
a deteccdo de possiveis discrepéncias; 6) Fevisdo da versdo em portugués do QSQ por
especialistas; T) Desdobramento cogmitivo: comsiste no processe de testar a
compreensio do questionano traduzide na populacio alve. Foram entrevistados 25
participantes de ambos os sexos, alfabetizados, com idade supenor a 18 anos, com
suspeita diagndstica de AOS — ronco notumo, apneias presenciadas, somoléncia
excessiva diuma - atendidos em consultas externas e com mdicacao clinca de estudo
polissonografico. O diagnostico de AQS fou posteriommente confirmado por meic da
polissonografia basal quando o IAH foi 1gual ou supenior a 15 ou quando o [AH =5 em
pacientes que refeniam outros sintomas, tals como sensagio de desperfar sufocados,
sonoléncia diuma, cansago, alteragdes cognitivas, sono fragmentado ou nfo reparador
(16). Os pacientes foram primeiramente convidados a preencher o QSQ propriamente
dito. Comeo o Q5Q € um questionario autoaplicavel, o mesmo foi preenchido pelos
proprios participantes sem o auxilio do medico assistente. Em seguida. um outro
mstrumente com a finalidade de avaliar o desdobramento cogmifive do QSQ foi
conduzido. Nessa etapa, os participantes foram informados de que deveriam mostrar o
quanto compreenderam de cada uma das 32 perguntas respondidas previamente. Um
registro sobre ¢ entendimento de cada item era graduado, pelos proprios participantes,
em escala do tipo Likert, em notas de 1 a 10. Conceituou-se que escores entre 1 e 4
indicanam um emmeiado confuso, entre 5 e 7 um emmeiado pouco claro e, entre 8 e 10
m emmeiado claro (17). O indice de clareza de cada item foi obtide por meio da média
das notas ambuidas pelos pacientes. Os itens cujas médias ndo atingissem o indice 0.4
deveriam ser substituides. Os itens cujas medias ndo atingissem o indice 0.8 devenam
ser reformmlados. Finalmente, os ifens que apresentassem a média do indice final igual
ou maior que 0,8 eram considerados adequados quanto ao seu entendimento & mantidos.
8) A revisfio do texto foi a etapa conduzida per uma professora de lingua portuguesa e
dedicada a revisfio do corpo textual; 9) Versdo Final: elaboragiio da versfio final do
questionarie sintoma-especifico para avaliacio da qualidade de vida em pacientes com
apneia do sono. O estudo fou aprovade pelo Commté de Efica em Pesquisa com Seres
Humanos e conduzido de acordo com os poneipios éticos.

https://mci4.manuscripicentral.comijbpneu-scielo



D00 O e L R

Jomal Brasileiro de Pneumologia

A anilise estatistica fou descntiva utilizada na caracterizacio demografica e
clinica dos participantes e os resultados expressos como media e desvio padrdo.

RESULTADOS

Dos 25 pacientes entrevistados para a etapa do desdobramento cogmitivo, trés
foram excluidos por perda de seguimento. Dos 22 pacientes remanescentes. 16 eram do
sexo masculino. A faixa etiria varou de 26 a 63 anos. O indice de massa corporal
(IMC) médio foi de 28.5. sendo 29.0 = 5.0 (média = DP) para homens e 27.1 = 2.3
para mulheres, enquanto as medidas de circunferéncia cervical foram para homens e
mmulheres, respectivamente, 40.6 = 3.4 cm e 36,0 = 1,41 cm. Quanto aos achados da
polissonografia, pode-se observar que o IAH variou de 0 a 89.7 (23.4 = 26.7). (Tabela
D

As etapas de traducio e retraducdo do QS5Q nio suscitaram duvidas ou
comegdes. A revisio realizada pelo comité de especialistas ndo apontou emos
gramaticais &'ou conceituais. Da mesma forma, ndo foram observadas dificuldades na
tradugio e adaptacio de palavras referentes aos dominios, porém algumas expressdes
idiomaticas da lingua inglesa foram motivo de revisio e discussiio. Por exemplo. na
etapa da comparacio entre a versfio retraduzida e a onginal dois itens foram
questionados pelo autor do QS0 por apresentarem distanciamento do conceito inicial:
1) O item 23, que se distanciou da versdo original em inglés, mas que o autor concordou
com a adaptagio cultural, pois foi a tradugio mais fidedigna da versio onginal em
francés. Portanto, “Feeling that yen lack energy™ na retraducdo apresentou-se como:
“Feeling that you are exhausted (worn-out)” e aceita pelo autor; 2) a graduacio da
Escala de Likert dos itens 10 a 15: na retraducio foi apresentada ao autor a escala:
“Excessively — Qften- Moderarely to aften — Moderarely — A little — Barely — Not at
all”. O autar explicou que estas alternativas expressavam gquanfidade e tempo e ele
preferia a escala que expressasse apenas guantdade (como na versio franco-canadense
origimal); Desta forma, a nmdanca para a escala de Likert foi realizada como a seguir:
“uma quanfidade muito grande - uma grande quantidade - de moderada a grande
quantidade - nma gquantidade moderada - uma pequena quantidade moderada -

uma pequena gquantidade — nenhum™.
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Apds a aprovaciio pelo auter da versdo retraduzida ja modificada, um comité de
especialistas revniu-se para avaliar a versio da lingua portuguesa do questiondrio, com
o objetivo de detectar emos, emitir sugestdes e avaliar o seu conteido e estrutura. A
revisdo realizada pelo comité de especialistas nfio apontou emmos gramaticals efou
conceifuais. Corregdes gramaticais foram efetnadas também pela especialista em
portugués e o questionario para a aplicacio no desdobramento cogmitivo foi entdo

confeccionado.

O desdobramento cognitivo {(debrigfing) foi realizado item a item. a fim de
assegurar que toda a traducdo fosse de ficil compreensdo. O insmmento foi revisado
discutindo-se o5 achados das respostas e nio houve a necessidade de reformulacio de
itens, com escores minime de 0,81 e méximo de 0.99 (Figura 1). Assim, a versdo apds o
desdobramento foi aceita, sem modificagdes, depois de alcancada concordancia plena
por todos os pesquisadores (Anexo 1).

DISCUSSAO

Neste estudo, foi adaptade cultralmente para o Brasil um instrumento
especifico para medir a qualidade de vida em pacientes com AOS, o Q5Q. O resultado
do desdobramento cognitive revelou que o instmumento apresenta grau adequado de
compreensibibdade em todos os itens. Este achado € de grande relevdncia, pois sinaliza
a consisténcia dos processos de traducfo e adaptagio cultural Todavia, embora todos os
itens tenham ultrapassade o indice de clareza de (.8, ao atentarmos para o desempenho
alcangado pele item 13 — “Vocé tem se sentido culpado em seu relacionamento com
Sfamiliares ou amigos mtimos? " — observamos que este item apresentou a menor média
de pontuacio entre todos os outros (0,81). Entendemos que, mais do que a dificuldade
de entendimento pelos pacientes, este achado pode ter refletido o teor essencialmente
subjetivo da questiio.

A adaptagio cultural de um questioninio deve englobar ndo apenas a tradugio
conceitualmente equivalente a0 instumento original como também culturalmente
aceitavel ao pais no qual o questionario sera utilizado. Por isso, o presente estudo foi
conduzide de acordo com as onentagdes da Literatura(l5, 18) wvisando alcangar as
equvaléncias técmica e semintica enfre as duas versdes. Ao garanfir essas
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equivaléncias, evita-se cque distorpbes possam

psicométricas ja devidamente documentadas em estudos anteriores (19).

Um dos questionarios de qualidade de vida genéricos mais conmmmente utilizado
€ 0 5F-36, que se encontra adaptado em lingua portuguesa (20) e ja aplicado em estudos
com a AOS (21). Todavia, se por um lado o uso de ferramentas genéricas facilita a
comparacdo com outras doencas cromicas, por outro ndo avalia os aspectos especificos
mais importantes de uma determinada doenca para o paciente (22). Além disso, os
mstrumentos genéricos podem ndo ter a capacidade de detectar os efeitos de
intervencdes ou tratamentos (23).

A nossa opgdo pelo QSQ ocomen por se fratar de wm questiondrio especifico.
validado, de ficil preenchimento. estruturade em diferentes dominios e por ser
autoaplicivel — Ademais, o QSQ apresenta a caracteristica de responsividade as
alteragdes produzidas por intervencdes terapéuticas (24). Concebido originalments em
francés por Lacasse et al. em 2002, o QS5Q também foi também desenvolvide pam o
mglés e fol demonstrada emcelente qualidade psicométmca (11). Naquela ocasido,
também foi determinada a mimima diferenca clinicamente mmportante para cada
dominio, quais sejam. 1.8 para a sonoléncia dinma, 2.0 para os sintomas diumes, 1.5
para sintomas notumos, 1.1 para emocdes e 2.3 para inferagdes sociais. Posteriormente,
o Q5Q foi traduzido e adaptado para o espanhol (23) e teve as suas propriedades
psicométricas também devidamente asseguradas (26). Em comparacio a oufros
instrumentos também especificos para a AOS, como o SAQLI (Slegp Apnea Quality of
Lifee Instrument) (27), devem ser observadas algumas caracteristicas que tormam o Q5Q
vantajoso. Dentre essaz podemos destacar o maior trabalho exigido durante o
preenchimento do SAQLI (36 questdes). a necessidade da aplicacio do mesmo por meio
do entrevistador e, sobretudo, a possibihidade de interferéncia do paciente para graduar o
constructo de “rinfomas” (28). Em contrapartida, o QSQ é mais curto e possui itens
padronizados, o que o toma mais apropriado para estudos amplos e de longo prazo (29).
Outro mstrumento especifico amplamente utilizads em pesquisas e na pratica climca € o
Epworth Sleepiness Scale (30-31). Contudo, este nfio € um questionano direcionado &
mensuragio da qualidade de vida e detem-se especificamente ao domime “sonolécia™
Mais recentemente, em uma revisdo sistemabica que amalisou diversos questionamos

voltados para o use em pacientes com AOS (32). o QSQ for um dos que receben

https:iimecl4.manuscriptcentral. comijbpneu-scielo

85

Page & of 11



Page 7 of 11

B0 00 ] TN e L) R e

Jomnal Brasileiro de Pneumologia

destaque para a avaliagio na pratica clinica de pacientes com SAOS, notadamente por
sua validade de contetido.

Quanto & limitagdes do Q5Q admitimos que, por ser um mstrumento especifico e
padromizade, possa haver restricio das escolhas individuais de almms pacientes e
portanto, alterar a acurdcia do Instrumente no tocante a sua respensividade apés a
implementacie de um tratamento. Ji no que diz respeito ao delmeamento do estudo,
pode-se questionar a op¢do em termos mantide pacientes com queixas de ronco, sono
ndo reparador, entre outras, porém com o [AH = 5. Quante a 1sso, estamos clentes de
que a AQS é uma doenca capaz de atingir os pacientes em diferentes dimensdes, como a
sonoléncia, a congnicdo, a fisiologia cardiovascular e a qualidade de vida. Com efeito,
Julgamos necessirio o aprofundamento do debate em tomo da inclusio de outras
medidas, além do IAH, para o diagnostico. estrafificacdo de gravidade e orentagio
terapéutica da AOS.

Buscar conferir valor aguilo que os pacientes nos reportam sobre a sua doenca e
qualidade de vida é fimdamental Ao mensurar os diversos dominios afetados pela
doenga, © nosse conhecimento passa a ser enriquecide por um dade ohjetive o que
outrora era essencialmente subjetivo e mutas vezes omitido em consultas médicas e nos
estudos. Sir William Thomson (1824-1907), renomado cientista também conhecido
como Lord Eelvin, expunha com grande propriedade: "se vocé ndo for capaz medir alzo
e expressi-lo em nimeros, o seu conhecimento sobre 1530 serd insuficiente™

Desta forma, o QS5Q enconfra-se traduzide e adaptado para a lingua pertuguesa
falada no Brasil Neste sentido. comsideramos que uma futura utlizacio do QSQ
estudos epidemiologicos multicéntricos de diversas regides podera permitir a
comparacdo de resultados e estmar em que grau as diferencas secioculturals
mfluenciam o impacto que a SAOS ocasiona na qualidade de vida das populagdes. Vale
ressaltar que o QSQ) é um instrumento dmco de avaliacio de qualidade de wida
relacionada 4 apneia obstrutiva do sono em lingua portuguesa falada no Brasil
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Tabela 1: Distibuigdo dos pacientes segundo caracteristicas demograficas e dados
poelissonograficos

Caracteristicas Resultados

Tdade anos* 44,68 (10.75)

11 Sexo masculine, n (%) 16 (72,7%)
12 Escolaridade < ensino médio, n (%) 5(22.7%)
14 Indice de massa corporal® 28,5 (4.4)
16 Circunferéncia cervical® 39,3 (3.6)
” TAH® 234 (26.7)
19 Indice de despertares* 27.5(13.5)
21 * media (= desvio padrad)

000 = 0N e L R =k

https:imci4.manuscriptcentral.comfjbpneu-scielo
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11.2 Apéndice B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO
PARTICIPANTE

TITULO: “VALIDADE E PROPRIEDADES DISCRIMINATIVAS
DAS MEDIDAS DE CITOCINAS NO FLUIDO NASAL OBTIDAS
POR DIFUSAO COMPARADAS AS MEDIDAS DAS MESMAS
NA FASE LIQUIDA DO ESCARRO INDUZIDO”.

INTRODUCAO:

Os pronomes “vocé€” e “seu” referem-se ao participante do estudo em
todo este formulério de consentimento. O objetivo deste formulario é
dar a vocé informacdes sobre esta pesquisa. Vocé s deve participar
deste estudo se desejar. 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 asma,
bronquite causada pelo cigarro (DPOC) ou por nédo ter nenhuma doenca
respiratoria cronica e ndo fumar. O objetivo deste estudo é determinar as
caracteristicas da inflamagdo no escarro e no liquido que reveste o seu
nariz. Com isto, pretendemos aprender se as informagdes destes dois
métodos sdo similares.

O método da inducdo de escarro ja vem sendo utilizado por
médicos e pesquisadores para o diagndstico e tratamento de doencas das
vias aéreas e dos pulmdes ha alguns anos. Porque o revestimento do
nariz e das vias aéreas inferiores (bronquios) é parecido, uma alternativa
seria obter o liquido que reveste o nariz e ver se oferece as mesmas
informagdes. Com a obtencdo destes parametros poderiamos dispor de
dois métodos para estudar a inflamagédo em diversas doencas que afetam
as vias aéreas como a asma, a bronquite, a tosse cronica, dentre outras.

DESCRICAO DO ESTUDO:

Este é um estudo que envolvera cerca de 40 pessoas com idade
superior a 18 anos. Sua participacdo no estudo consistird em uma ou
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duas visitas ao centro de estudo, quando serd realizado um questionario
sobre  sintomas  respiratorios, assim como alguns exames
complementares para comprovar que vocé tem asma, bronquite causada
pelo cigarro ou ndo tem nenhuma doenca respiratoria. Se estes testes
confirmarem isto, vocé serd submetido entéo & indugdo do escarro, que é
uma forma de induzir a producdo de uma pequena quantidade de
secrecdo das vias aéreas (escarro) para a posterior analise de suas células
sob o0 microscopio. Além disso, ndés examinaremos 0 Seu nariz e
colocaremos um pequeno papel (3 x 7 mm) para absorver o liquido que
reveste a superficie do nariz. Este procedimento é simples e indolor.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO:

Os seguintes procedimentos serdo conduzidos durante sua visita ao
NUPAIVA:

e Serd pedido que vocé leia e assine este formulario de
consentimento informado antes de serem realizados quaisquer
testes ou procedimentos.

e Revisdo das suas condigdes médicas atuais e passadas,
incluindo o uso de quaisquer medicamentos.

e Exame fisico, incluindo aferi¢do de peso e altura.

e Espirometria: teste respiratrio que requer que vocé respire em
um tubo ligado a uma maquina que mede quanto ar vocé tem
nos pulmdes e sua capacidade de soprar o ar para fora.

Inducéo do escarro.
o Teste alérgico cutaneo.
e Exame do seu nariz e colocacdo de um pequeno filtro de papel.

RISCOS E DESCONFORTOS:

Os testes a que vocé serd submetido sdo procedimentos
padronizados e utilizados corriqueiramente na pratica médica, € em
geral se associam com riscos insignificantes. O teste da metacolina e da
inalagdo da solucdo salina podem causar sintomas leves de aperto no
peito, chiado ou tosse. Estes sintomas desaparecem rapidamente apds o
uso de um medicamento broncodilatador. Além disso, a inalacdo de
solucdo salina para induzir o escarro pode ter gosto desagradavel e
provocar leve irritacdo na garganta, que desaparece logo ap6s o teste. O
teste de alergia é realizado na pele €, se for positivo, pode provocar
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coceira, inchaco e vermelhiddo no local, como se fosse uma mordida de
pernilongo. O exame do nariz é feito com um aparelho chamado
especulo nasal e pode causar um discreto desconforto no local.

Para a realizacdo do questionario clinico e dos testes acima
descritos (em uma ou duas visitas de acordo com suas necessidades),
serd necessario que vocé permaneca no centro do estudo por um periodo
total de até 3 (trés) horas . Apés a realizacdo dos testes vocé poderd
exercer suas atividades rotineiras normalmente, sem nenhuma restrigéo.

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
formulério de consentimento. Os resultados deste estudo podem ser
publicados em jornais cientificos ou apresentados em encontros
médicos, mas vocé ndo sera identificado pelo nome.

ASPECTOS ETICOS DO ESTUDO

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisas deste hospital. Se wvocé decidir participar, vocé deverad
primeiramente assinar este Termo de Consentimento Informado
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 médicos do estudo ou o pessoal do estudo responderdo
quaisquer perguntas que vocé tiver sobre este estudo e sobre os
resultados dos testes que serdo realizados. Entre em contato sempre que
tiver qualquer duvida sobre o estudo ou sua participacdo no mesmo.
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MEDICOS DO ESTUDO: Dr. José Tavares de Melo Junior

TELEFONE: (48) 3234-7711 - NUPAIVA - Hospital Universitario
Se vocé tiver alguma duvida 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: 3234-7711

CONSENTIMENTO EM PARTICIPAR

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes
que li ou que foram lidas para mim sobre o estudo “VALIDADE E
PROPRIEDADES DISCRIMINATIVAS DAS MEDIDAS DE
CITOCINAS NO FLUIDO NASAL OBTIDAS POR DIFUSAO
COMPARADAS AS MEDIDAS DAS MESMAS NA FASE
LIQUIDA DO ESCARRO INDUZIDO”.

Eu discuti com o Dr. José Tavares de Melo Junior sobre minha decisdo em
participar neste estudo. Estd claro para mim quais sdo os propdésitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou
claro também que minha participacéo neste estudo é voluntéria e isenta de
despesas.

Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter
adquirido no meu atendimento neste servico.

Paciente:
Nome do Paciente:

Data: / /

Assinatura do Paciente
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OBS: Leve para casa, uma copia deste termo assinado pelo seu
medico

Meéedico

Declaro que esclareci todos os propoésitos do estudo, solucionei todas as
davidas do paciente e obtive de forma apropriada e voluntaria o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou representante
legal para a participacéo neste estudo.

Nome do médico:

" Data: / /

Assinatura do médico
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12 ANEXO

12.1 Anexo A — Aprovagdo pelo Comité de Etica

©

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARNA
CAMPUS UNIVERSITARIO - TRINDADE CEP: BBD40-900 - FLORIANGPOLIS - SC
TELEFOHNE (D48) 234-1755 - FAX (04B) 234-4D69

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS — CEP / UFSC
PARECER CONSUBSTANCIADO - PROJETO N 01308

1I—IDENTIFICACAQ

Titulo do projeto: Validade ¢ propricdades discriminatdrias da medida de citocinas inflamatdnias no fluido nasal
obtido por difusdo comparada as medidas de citocina na fase liquida do escarro induzido.

Area: Ciéncias da Sande — Medicina — Diag.

Pesquisador Responssvel: Dra Mércia M. M. Pizziching

Pesquisador Principal: Dra. Marcia M. M. Pizzichini

Data da coleta dos dados: margo de 2008 a setembro de 2008

Instituigio em que serd realirado o estudo: Hospital Universitario HUMUFSC.

H—OBJETIVOS

Investigar o padrio de resposta inflamatéria no fluido nasal e na fase liguida do escarro induzida de
pacientes com asma nio controlada;

Investigar o padrio de resposta inflamatoria no fluido nasal ¢ na fase liquida do escarro induzido de
pacicntes com docnga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC)Y moderada @ grave sem wso de corticosterdides
inalatdrios;

Correlacionar o perfil da resposta inflamatoria medida no fluido nasal e na fase liquida do escarro induzido
em cada grupo de individuos;

Determinar o poder discriminatério do padrio de resposta inflamatéria no fluide nasal © na fase liquida do
escarro induzido de pacicntes com asma néo controlada (Grupo 1) ou DPOC (Grupo 11) com aquele de individuos
higidos (Grupo 11T

— SUMARIO DO PROJETO:

Trata-se de um estudo ndo intervencional, transversal e deseritivo abrangendo 30 individuos maiores de 18
anos © que scjam capares de produrir escarmo induzida, divididos em 3 grupos: grupo 15 pacientes com asma ndo
controlada: grupo Il pacientes com DPOC e grupo I11: pacientes higidos. Seriio realizados procedimentos (testes
diagnésticos) de anamencse  direcionada, questiondrio  de  controle  de  asma,  cspiromectria,  teste  de

coprovocagio por metacolina, teste alérgico cutineo, indugio de escarro, cxame do cscarro induzido o
obtengdo do fluide nasal por papel filtro. Todos os resultados serio analisados por meio de andlise estatistica.

IV — COMENTARIO:

A pesquisa propesta tem relevéncia cientifica. O tema faz parte da linha de atuagio do pesquisador. O
protacolo da pesguisa contém os documentos necessirios pam sua andlise ¢ cxigidos pela legislagao. O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) encomntra-se convenientemente redigido.

vV — PARECER CEP:
(X ) Aprovado

PARECER:
Tendo em vista o exposto, somos de parecer favorivel 4 aprovagio do referido projeto.

“Informames que o parecer dos relatores foi aprovado, em reunidio deste Comité na data de 10 de margo de
2008,

1



