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RESUMO

Rinite e asma alérgicas sdo doencas mediadas por anticorpos IgE por meio do
desenvolvimento de células Th2 em resposta aos alérgenos especificos em individuos
geneticamente predispostos e sensibilizados. Asma e rinite estdo frequentemente associadas,
sugerindo o conceito de “uma via respiratéria, uma doenca”. O objetivo deste estudo foi verificar
os parametros espirométricos: Capacidade Vital Forcada (CVF), Volume Expiratério For¢ado no
primeiro segundo (VEF;) e Fluxo Expiratério Forcado entre 25% e 75% da Capacidade Vital
Forcada (FEF»s.75%,) nos pacientes participantes do estudo com asma alérgica ou rinite alérgica e
individuos ndo-atopicos e, determinar os niveis das citocinas IFN-y e IL-5 e no escarro induzido
de pacientes com asma alérgica ou rinite alérgica e individuos ndo-atdpicos. Analisou-se 33
individuos, entre dezoito e sessenta anos, de ambos os sexos, sendo oito portadores de asma
alérgica e dezesseis com rinite alérgica (RA), apresentando teste cutineo de puntura (TCP)
positivo a aeroalérgenos. Os nove individuos restantes eram sauddveis e nio-atopicos com TCP
negativo a aeroalérgenos. Foi realizada espirometria avaliando CVF, VEF, e FEFs5.754, pré e pos-
broncodilatadores. Foram coletadas amostras de escarro induzido nas quais, foram quantificados
niveis de IFN-y e IL-5 por meio de ensaios imunoenzimaticos (ELISA). A variacdo do VEF; pré
e pos-broncodilatador foi significantemente maior nos asmdaticos comparada aos pacientes com
rinite e aos ndo-atopicos. Nao houve diferenca significante nos parametros espirométricos pré e
pos-broncodilatador entre os trés grupos, embora uma tendéncia para menores valores de FEFs.
759 pré-broncodilatador foi observada nos asmaticos. Os niveis de IFN-Y no escarro induzido ndo
mostraram diferencas significantes entre os grupos enquanto os niveis de IL-5 foram maiores nos
pacientes com asma e com RA comparados aos ndo-atopicos. A partir deste estudo conclui-se que
as alteragdes espirométricas ndo foram capazes de predizer a ocorréncia de broncoconstric¢do nos
pacientes com RA, mas os niveis predominantes de IL-5 sobre IFN-Y no escarro induzido destes

pacientes reforcam o papel da resposta imune Th2 em vias aéreas inferiores.

Palavras-Chave: Espirometria; IFN- y; IL-5; Escarro induzido; Asma; Rinite alérgica.



ABSTRACT

Asthma and allergic rhinitis are mediated by IgE antibodies through the development of
allergen-specific Th2 cells in genetically predisposed and sensitized subjects. Asthma and rinithis
are frequently associated, suggesting the concept of “one airway, one disease”. The aims of this
study were to analyze spirometrics parameters and IFN-y and IL-5 levels in the induced sputum
from patients with asthma or allergic rhinitis (AR) and non-atopic subjects.

Thirty-three subjects aged 18 to 60 years, both sexs, were analyzed. From these, eight were
asthmatics and 16 had allergic rhinitis (AR), and both groups had positive skin prick test (SPT) to
aeroallergens. The nine remaining subjects were healthy non-atopics with negative SPT to
aeroallergens. Spirometry was performed through evaluating the forced vital capacity (FVC),
forced expiratory volume in the first second (FEV;) and forced expiratory flux between 25 and
75% (FEF»s5.759,) pre and post-bronchodilators. Induced sputum samples were collected and IFN-y
and IL-5 levels were quantified by immunoassays. Significant pre- and post-bronchodilator
variation was observed only for FEV with higher values in asthmatics compared to patients with
RA and non-atopics. There was no significant difference in pre- and post-bronchodilator
parameters among the three groups, although there was a tendency for pre-bronchodilator lower
FEF,575¢, values in asthmatic patients. IFN-y levels in the induced sputum showed no significant
difference between the groups but, IL-5 levels were higher in patients with asthma and AR
compared to non-atopics. It can be concluded that Spirometric alterations were not able to predict
the occurrence of broncoconstriction in patients with AR, but predominant IL-5 levels in the
induced sputum of these patients reinforce the role of the Th2-type immune response in low

respiratory airways that could contribute to the development of asthma in patients with AR.

Key-words: Spirometry; IL-5; IFN-y; Induced sputum; Asthma; Allergic Rhinitis.
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1.1 ALERGIA E ATOPIA

O termo alergia é proveniente do radical grego “Allos”, que significa alteracdo do estado
original. Ele foi usado pela primeira vez em 1906 por Clemens Von Pirquet, para definir
situacdes em que a reacdo imunoldgica do organismo frente a um agente externo era diferente da
resposta protetora esperada, produzindo efeitos indesejaveis. Segundo o Comité Internacional de
Nomenclatura para Alergia, o termo alergia € atualmente definido como parte de uma classe de
respostas do sistema imune, denominadas reacdes de hipersensibilidade, iniciada por mecanismos
imunolégicos especificos JANEWAY et al., 2002).

A utiliza¢do do conceito de atopia, que significa “incomum”, para descrever fendmenos
alérgicos de natureza familiar e hereditaria data de 1923, por Coca e Cooke (apud JOHANSSON
et al., 2004). Atualmente, atopia € definida como uma tendéncia pessoal ou familiar para a
sensibilizacdo e produgdo de anticorpos IgE em resposta as exposi¢des habituais a um antigeno.
As conseqiiéncias para esse individuo podem ser o desenvolvimento de sintomas tipicos de asma,
rinoconjuntivite ou eczema (JOHANSSON et al., 2004).

Asma e rinite podem ser consideradas doencas alérgicas quando ocorrem pelo
desencadeamento de respostas imunoldgicas provenientes da ativacdo de células Th2 frente ao
estimulo do antigeno, caracterizando as reagdes de hipersensibilidade imediata e suas
manifestacdes clinicas. A hipersensibilidade imediata € assim definida porque ocorre
imediatamente apds o contato do individuo alérgico com o alérgeno e leva a ocorréncia de
aumento da permeabilidade vascular, vasodilatacdo, contracdo da musculatura lisa dos bronquios

e das visceras e inflamacdo local (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Os antigenos, também chamados de alérgenos, que provocam a hipersensibilidade
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imediata, sdo em geral substincias quimicas e proteinas ambientais comuns e as quais o individuo
alérgico estd exposto de maneira cronica. Elas incluem poélens, dcaros de poeira doméstica,
escamas ou pélos de animais, alimentos e substancias quimicas como a penicilina. A exposicao a
um alérgeno pode se dar através de inalagdo, ingestdo, inje¢cdo ou contato com a pele ou mucosa
(TERR, 1997a).

De acordo com a fisiopatologia, o conceito corrente € de que as doencas alérgicas sdo
multifatoriais e complexas, necessitando de uma associacao entre fatores genéticos e ambientais
para a sua manifestacdo. Duas ou mais formas clinicas de alergia podem coexistir no mesmo
individuo, ao mesmo tempo, ou em diferentes tempos no curso da doenga (HELLINGS.;
FOKKENS., 2006).

As doengas alérgicas constituem condi¢des cronicas de alta prevaléncia tanto em criangas
como em adultos e de elevado custo econdmico e social, seja pela grande utilizacdo dos servigos
de satde ou pelo prejuizo oriundo de faltas ao trabalho e absenteismo escolar a elas associadas
(WOOLCOCK, 2000; BLAISS, 1999). Estudos feitos em diversas partes do mundo mostram a
associacdo de asma e rinite com alérgenos de poeira domiciliar mais do que com pdlens, sendo
assim, quase certo, serem os alérgenos domiciliares as causas mais importantes destas doencas
(PLATTS-MILLS et al., 2000).

Outro aspecto importante destas doencas alérgicas € a predisposi¢cdo genética. Segundo
Lierl (1995), criancas cujos pais possuem histéria de asma e/ou rinite, t€m 70% de probabilidade
de desenvolverem uma dessas condi¢des, enquanto aquelas em que somente um dos pais possui

tais doengas as chances sdao em torno de 50%.



18

1.2 ASMA

A asma é uma doenca inflamatdria cronica, caracterizada por hiperreatividade das vias
aéreas inferiores e por limitacdo varidvel ao fluxo aéreo, reversivel espontaneamente ou com
tratamento, manifestando-se clinicamente por episddios recorrentes de sibilancia, dispnéia,
opressao tordcica e tosse, particularmente durante a noite e pela manha ao despertar. Resulta da
interacdo entre a carga genética, exposicdo ambiental a alérgenos e irritantes, e outros fatores
especificos que levam ao desenvolvimento e manutencdo dos sintomas (IV DIRETRIZES
BRASILEIRAS PARA O MANEJO DA ASMA, 2006). Como uma doenga multifatorial, estd
associada com fatores familiares, infecciosos, alergénicos, sdocio-econdmicos e ambientais.
Contudo, cerca de 70% dos casos ocorrem em individuos que exibem resposta de
hipersensibilidade a alérgenos ambientais definidos caracterizando a asma alérgica (SANDFORD
et al., 2000).

A asma alérgica é uma doenca inflamatéria causada por reacdes repetidas de
hipersensibilidade imediata e tardia no pulmao, levando a triade clinicopatoldgica de obstrug¢ao
intermitente e reversivel das vias aéreas, inflamacdo cronica dos bronquios com eosindfilia e
hipertrofia de células da sua musculatura lisa e, hiperreatividade aos broncoconstritores. As crises
acontecem durante ou apds a exposi¢do a estes alérgenos dependendo da sensibilidade alergénica
particular de cada paciente (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Asma nao alérgica, idiopdtica ou asma intrinseca, € caracterizada por obstrucao bronquica
recorrente ou cronica ndo relacionada a exposi¢cdo ao alérgeno e ndo ha histéria pessoal ou
familiar de doenca alérgica associada (HOLGATE,.; DJUKANOVIC., 1999). Geralmente

aparece na infancia, podendo em alguns casos ocorrer durante a vida adulta, usualmente apos
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uma infeccao respiratdria. Caracteristicamente, € desencadeada por exercicios fisicos, infeccoes e
outros fatores ndo relacionados. A concentrag¢do de IgE sérica total € normal, contudo, eosinofilia

sanguinea e no escarro pode ser encontrada (TERR et al 1997b).

1.3 RINITE ALERGICA

,

E a inflamagcdo da mucosa de revestimento nasal, mediada por IgE, apds exposicido a
alérgenos, cujos sintomas (obstrucdo nasal, rinorréia aquosa, espirros e prurido nasal) sdo
reversiveis espontaneamente ou com tratamento (II Consenso Brasileiro sobre Rinites, 2006). O
desenvolvimento dessas condi¢des nasais cronicas ou recorrentes pode resultar em complicagdes
como sinusites, otites ou polipos nasais (LIERL, 1995).

Assim como na asma alérgica, a rinite alérgica decorre de uma resposta de
hipersensibilidade a alérgenos mediada por anticorpos IgE. Os alérgenos mais comuns
envolvidos incluem pdlens, pé€los de animais, dcaros da poeira domiciliar, esporos de fungos e
particulas de insetos (HELLINGS.; FOKKENS., 2006). O alérgeno solivel inalado é absorvido,
principalmente por difusdo passiva, entra em contato com a mucosa nasal, liga-se a IgE
especifica presente nos mastdcitos e basofilos levando a liberagdo local de mediadores pré-
formados ou sintetizados destas células. Inicia-se assim o quadro sintomatolégico desta doenga

(TERR et al 1997).
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1.4 EPIDEMIOLOGIA

1.4.1 Epidemiologia da Asma

A asma broOnquica tem uma prevaléncia populacional na infancia entre 5% e 10%
(PEARCE et al., 2000). Para Woolcock (2000), a alergia se tornou um problema de satide em
muitas sociedades modernas, onde sua prevaléncia aumentou em até 34% em criangas e 16,3%
em adultos entre as décadas de 60 e 90.

Em 1998, um estudo feito pelo comité Internacional de estudo da asma e alergias, em
criancas em idade escolar, adotando um questiondrio padronizado (ISAAC), revelou que os mais
altos indices de prevaléncia da doenga foram encontrados na Austrdlia, Nova Zelandia, Reino
Unido, Estados Unidos e algumas cidades da América Latina. Ao contrdrio, os indices mais
baixos foram encontrados em paises ndo industrializados e dreas tipicamente rurais (ISAAC,
1998).

Um outro estudo revisado por Ring e colaboradores (2001) aponta hipéteses que revelam
um crescimento acelerado da prevaléncia das doengas alérgicas em paises ocidentais, tidos como
paises de sociedade moderna. Dentre elas, destaca-se a influéncia de fatores quimicos, fisicos,
bioldgicos e psico-sociais, como causadores e adjuvantes, além de fatores de predisposicao
genética populacional.

Estudos de prevaléncia de doencas alérgicas no Brasil como o de Rullo e colaboradores,
2002, mostram que, lugares publicos como escolas e creches, sdo considerados locais de grande

fonte de dcaros da poeira domiciliar e barata (RULLO et al., 2002). A exposicao a estes alérgenos
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constitui um importante fator de risco para o desenvolvimento de asma, especialmente nas
criancas em idade escolar (SOLE et al., 2006).

Segundo o banco de dados do sistema tnico de satide, DATASUS, ocorreram no Brasil
290.788 internacdes entre fevereiro de 2006 e janeiro de 2007 por asma. Os gastos pelo Sistema
Unico de Satide (SUS) brasileiro nessas internagdes por asma alcancaram neste periodo a ordem
de 88 milhdes de reais. Entretanto, a taxa de mortalidade por asma é baixa, no Brasil foram
registradas 887 mortes entre fevereiro/2006 a janeiro/2007, correspondendo a 0,3% do total de

internagdes (DATASUS, 2007).

1.4.2 Epidemiologia da Rinite Alérgica

A RA acomete cerca de 10 a 25% da populagdo geral representando um problema global
de satde publica. Apresenta carater hereditirio, com incidéncia em torno de 15% na populagdo
cujos pais ndo sdo alérgicos, cerca de 30% a 35% em individuos quando um dos pais apresenta
histdria de alergia, e pode chegar a 70% quando ambos os pais relatam esse antecedente (LIERL,
1995).

A RA estd ganhando grande importancia devido ao rdpido aumento de sua prevaléncia
mundial (SETTIPANE; HAGY; SETTIPANE, 1994), afetando 30% a 40% de criangas e
adolescentes (SKONER, 2001). No Brasil, a prevaléncia média de rinite foi de 26,6% e 34,2%
em grupos de criangas e adolescentes com seis e sete anos e, treze e quatorze anos,
respectivamente, com maior prevaléncia nos centros urbanos (SOLE et al., 2004). Conforme

Hellings e Fokkens (2006), a rinite alérgica acomete mais de 30 milhdes de americanos sem
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discriminar sexo, idade, raca ou condi¢do sécio-econdnomica. Ocupa o sexto lugar dentre as
doencas cronicas mais prevalentes entre esta populacio, que gasta anualmente, bilhdes de ddlares
para o seu tratamento. Segundo Abbas e Litchman (2005), a rinite € talvez a doenga alérgica mais
freqliente na populacdo global.

Mesmo sendo uma doenca de baixa mortalidade, as complicacdes da RA como sinusite,
disfunc¢do da tuba auditiva, distirbios do sono e respirac@o bucal crénica, além do seu impacto na

asma, resulta em um alto custo financeiro (MELTZER, 2001).

1.5 CLASSIFICACAO DA ASMA

A asma ¢ classificada em intermitente, leve persistente, moderada persistente ou grave,
baseando-se na combinacdo dos sintomas e na funcdo pulmonar. Dispnéia, opressdo toricica,
sibilancia e tosse, sintomas noturnos, interferéncia nas atividades diarias, ndmero de crises e
variabilidade do pico de fluxo expiratério (PFE) ou do VEF; nas consultas ou medido
diariamente, sdo os critérios utilizados para classificacdo (Iniciativa Global para Asma, GINA,

2005).



23

TABELA 1: Classificacdo da gravidade da asma segundo Global Initiative for Asthma GINA,
2005.

CLASSIFICACAO DA GRAVIDADE DA ASMA

Sintomas/dia Sintomas/noite VEF,; ou PFE
Variabilidade do PFE
1 < 1 vez por semana < 2 vezes no més
Intermitente Assintomdtico e PFE >80%
normal entre as crises <20%
2 > 1 vez por semana > 2 vezes no més
Leve Persistente mais < que 1 vez por >80%
dia 20 - 30%
Crises podem afetar as
atividades
3 Diédrios > 1 vez por semana 60% - 80%
Moderada Persistente | Crises afetam as >30%
atividades
4 Continuos Freqiientes <60%
Grave Persistente Limita¢do da atividade >30%
fisica

A presenca de um dos fatores de gravidade € suficiente para incluir um paciente na categoria.
Pacientes de qualquer nivel de gravidade até asma intermitente podem ter crises graves.

1.5.1 Diagnéstico

O diagnéstico da asma deve se basear em condigdes clinicas e funcionais e na avaliagdo
da alergia. Para o diagndstico clinico, sdo indicativos de asma os sintomas como dispnéia, tosse
cronica, sibilancia, opressao tordcica, particularmente a noite ou nas primeiras horas da manha, e

melhora espontdnea ou pelo uso especifico de medicagdes para asma. Para o diagndstico
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funcional, sdo utilizados os testes espirométricos para verificacdo dos valores da relagdo entre o
VEF, e do Volume Expiratério Forcado e a Capacidade Vital Forcada (VEF;/CVF). Os pacientes
com asma leve podem apresentar valores de VEF; normais, porém, ao realizar teste de
broncoprovocagdo, verificamos uma redugcdo >20% nessa medida. Na asma moderada e grave,
encontramos valores de VEF; entre 60 e 80% do predito e <60% do esperado, respectivamente
(IV DIRETRIZES BRASILEIRAS PARA O MANEJO DA ASMA, 2006).

A sensibilizacdo a aeroalérgenos pode ser diagnosticada utilizando testes cutineos e a
determinacdo de IgE sérica especifica (BUSSE; LEMANSKE.; 2001). O teste cutdneo de puntura
(TCP) € realizado usualmente na superficie anterior do antebraco, sendo uma técnica de fécil e
rdpida execucdo e de baixo custo, além de apresentar maior sensibilidade, porém, os pacientes

com quadros mais graves podem apresentar reacdes durante o teste (EGGLESTON et al., 1998).

1.6 CLASSIFICACAO DA RINITE ALERGICA

A nova classificacio da rinite alérgica utiliza sintomas e parametros de qualidade de vida.
Baseada na duracdo da crise estd classificada em rinite intermitente ou persistente. Quanto a
gravidade pode ser leve ou moderada/grave, dependendo dos sintomas e da qualidade de vida dos

pacientes (BUSQUET et al., 2001).
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Intermitente Persistente
® <4 dias por semana ® >4 dias por semana
® (Ou <4 semanas ® ¢ >4 semanas

N ~

Leve X \A Moderada a Grave
Um ou mais itens

® Sono normal; e Sono anormal;

e Atividades didrias, e Interferéncia com atividades
esportivas e de recreacdo didrias, esportivas e de
normais; recreacao;

e Atividades normais, na e Dificuldades na escola e no
escola e no trabalho; trabalho;

¢ Sem sintomas incOmodos. ® Sintomas incomodos.

FIGURA 1: Classifica¢do da rinite alérgica, segundo ARIA — Allergic Rhinitis And Its Impact
on Asthma, (BUSQUET et al., 2001).
2005.

1.6.1 Diagnéstico

O diagnéstico de rinite alérgica estd baseado na histdria tipica dos sintomas alérgicos
como espirros em salva, coriza aquosa, prurido e obstru¢do nasal. Testes cutaneos de leitura
imediata sdo utilizados para demonstrar a reacio alérgica mediada por IgE. A dosagem de IgE

sérica alérgeno especifica reforca o diagnostico (BUSQUET ez al., 2001).
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1.7 IMUNOPATOGENIA

Rinite e asma alérgicas sdo conseqiiéncias de reagdo de hipersensibilidade mediada por
anticorpos IgE e pela reacdo das células Th2 aos alérgenos especificos, que ocorrem em
individuos geneticamente predispostos e sensibilizados (ABBAS; LICHTMAN, 2005; II
CONSENSO BRASILEIRO SOBRE RINITES, 2006). A fase de sensibilizagdo do processo
alérgico inicia-se com o processamento € a apresenta¢do de fragmentos do alérgeno por Células
Apresentadoras de Antigenos (APC) ao linfécito T naive (virgem). O reconhecimento do
conjunto peptideo/Complexo Principal de Histocompatibilidade II (MHCII) por um linfécito T
CD4" (T CD4") com receptor especifico para o alérgeno, reforgado pela ligagdo das moléculas
co-estimulatérias B7-1 (CD80), B7-2 (CD86) e CD28, leva a ativacdo da célula Th (T
auxiliadora) (ABBAS; LICHTMAN, 2005; I CONSENSO BRASILEIRO SOBRE RINITES,
20006).

O sistema imune apresenta pelo menos trés tipos distintos de células T, a saber: Thl, Th2
e Treg (T regulatoria). O IFN-y € a citocina produzida caracteristicamente pelas células Thl, IL-4
e IL-5 sdo citocinas que definem a subpopulacdo Th2 enquanto as citocinas imunossupressoras
como IL-10 e TGF-P caracterizam as células Treg. Estas células sdo importantes na regulacdo da
resposta imunitdria para garantir a homeostase. O fendétipo Th2 estd associado com respostas
imunes a helmintos e alérgenos. A célula Th2 ativada expressa ligante de CD40 e secreta IL-4,
IL-5, IL-10 e IL-13, citocinas que auxiliam as células B a produzirem anticorpos IgE e IgG4.
Além disso, IL-3, IL-5 e GM-CSF (Fator Estimulador de Coldnias para Granuldcitos e
Mondcitos) secretadas pelas células Th2 ativadas ativam eosinéfilos, basofilos e mastocitos. A

IL-4 estimula a expressdio de VCAM-1 (molécula de adesdo celular vascular-1) nas células
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endoteliais, resultando em aumento da ligagdo dos linfécitos, mondcitos e especialmente
eosinofilos (ABBAS; LICHTMAN, 2005). A IL-5 € um importante fator de crescimento seletivo
para diferenciacdo terminal, ativagdo e manutencdo dos eosinodfilos nos tecidos, possivelmente
inibindo a sua apoptose (BOUSQUET et al., 2001). Apds a sensibilizacdo, os anticorpos IgE
ligam-se a receptores de IgE de alta afinidade (Fc:RI), localizados principalmente em mastocitos
e basofilos e a receptores de IgE de baixa afinidade (Fc,RII) em eosindfilos, mondcitos e
plaquetas.

Em subseqiiente exposicdo ao alérgeno, moléculas deste ligam-se a anticorpos IgE
fixados aos mastdcitos da mucosa nasal e bronquica, ocasionando degranulagdo com liberacao de
mediadores quimicos pré-formados como histamina e recém-sintetizados como leucotrienos,
prostaglandinas e citocinas. A histamina causa vaso dilatacdo, aumento da permeabilidade
vascular, secre¢do glandular, estimulacdo de receptores para histamina 1 (HI) nas terminagdes
nervosas sensitivas e de fibras nervosas C, sendo responsdvel pelos sintomas da RA (espirros,
prurido nasal, rinorréia e obstrucao nasal) e estimulacdo da contracdo da musculatura lisa, um dos
fatores responsdveis pelo broncoespasmo na asma (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

A ativacdo de mastdcitos, basdfilos, eosindfilos e macréfagos induzem a acdo da
fosfolipase A2 sobre fosfolipides de membrana, que liberam o dcido araquiddnico. Este sob efeito
da ciclooxigenase resulta na formacdo de prostaglandinas, e, sob a acdo da lipooxigenase, na dos
leucotrienos. As prostaglandinas promovem aumento da permeabilidade vascular, prurido,
vasodilatagdo e broncoconstri¢do, sendo responsaveis pela quimiotaxia e acimulo de neutréfilos
em sitios inflamatérios, assim como pela agregacdo e ativagdo plaquetdria. Os leucotrienos
cisteinicos tém acdo similar a da histamina, mas por sua acdo mais potente e prolongada
contribuem importantemente para a congestdo nasal na rinite alérgica e manutengdo do

broncoespasmo na asma alérgica (ABBAS; LICHTMAN, 2005).
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Os mastdcitos ativados secretam também citocinas [(IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 e Fator
de Necrose Tumoral-alfa (TNF-0)], que regulam a duracdo e intensidade da resposta
imunoldgica, pela promog¢ao da expressdo de moléculas de adesdo e do recrutamento de células
inflamatdrias (eosindfilos, neutréfilos, macréfagos e linfocitos T). As citocinas desempenham
papel importante nos eventos inflamatérios da resposta tardia. A IL-1 estimula o crescimento de
linfécitos T e o crescimento e proliferagdo de linfécitos B; a IL-2 causa proliferacdo de linfécitos
T; a IL-3 estimula a maturacido de mastécitos; a IL-4 promove a diferenciac@o de linfocitos B em
plasmocitos produtores de IgE e, ao lado do TNF-o0, aumentam a expressdo de receptores de IgE
de baixa afinidade em células APCs; a IL-5 ativa linfocitos B e promove a diferenciacdo e
maturacdo de eosinodfilos, assim como sua ativacdo e aumento de sobrevida; a IL-6 aumenta a
sintese e secrecdo de imunoglobulinas; a IL-13 induz a producdo de IgE e o GM-CSF participa
com a IL-5 na maturac@o de eosindfilos. As quimiocinas, como IL-8, Proteina de inflamacdo de
macréfago 1-alfa (MIP-1-alfa), Proteina co-fator de membrana (MCP) -1, 2 e 3 e RANTES
(secretado e expressado por células T normais reguladas em ativa¢do), t€ém como fungao principal
a quimiotaxia de macréfagos e leucdcitos circulantes, mas também induzem outros efeitos
inflamatérios, incluindo a liberacio de histamina e a ativagdo de eosinéfilos (ROITT;
BROSTOFF; MALE, 2006).

A migracdo de células inflamatérias envolve uma seqii€éncia de eventos, incluindo a
margina¢do de leucdcitos na parede da microvasculatura nasal e bronquica, adesdo ao endotélio
vascular, transmigracdo através da parede dos vasos e migracdo em func¢do do gradiente
quimiotdtico para o compartimento extravascular. Todos estes eventos sio mediados por
moléculas de adesdo, tais como: integrinas, selectinas e membros da superfamilia de

imunoglobulinas. As principais moléculas de adesdo envolvidas nas inflamacdes alérgicas sdo:
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selectinas, Molécula de Adesdo Intercelular-1 (ICAMI), Antigeno Associado a Fungdo de
Leucdcitos-1 (LFA-1), Molécula de Adesao da Célula-Vascular-1 (VCAM-1) e Antigeno Muito
Tardio-4 (VLA-4) (ROITT; BROSTOFF; MALE, 2006).

A reacdo alérgica envolve, portanto, uma resposta imediata decorrente da desgranulagdo
de mastocitos e uma resposta tardia, que ocorre dentro de quatro a doze horas apds a exposi¢ao
ao alérgeno, caracterizada pela migracdo de células inflamatdrias, particularmente eosindfilos,
para o local da reacdo alérgica. A infiltracdo de eosindfilos € caracteristica marcante da asma e
rinite alérgicas e t€m participacdo importante no dano tissular que ocorre na resposta tardia. A
desgranulacdo de eosinéfilos ocasiona a liberagdo de Proteina Basica Principal (MBP), Proteina
Catidnica Eosinofilica (ECP), Neurotoxina Derivada de Eosinéfilos (EDN) e Peroxidase
Eosinofilica (EPO), causando lesdo tecidual. Além disso, os eosindfilos sintetizam e liberam
mediadores como Fator Ativador de Plaquetas (PAF), Ieucotrienos, citocinas e quimiocinas (IL-
1, IL-2, IL-3, 1IL-4, IL-5, IL-6, TNF-a e GM-CSF, Proteina Inflamatéria de Macréfagos [MIP]-
la), e RANTES. A hiperreatividade nasal e bronquica € decorrente da inflamacdo cronica
mediada, principalmente, por fatores inflamatérios liberados por eosindfilos e pela agcdo de
citocinas (ROITT; BROSTOFF; MALE, 2006).

Portanto, a inflamacdo alérgica envolve a interacdo complexa entre diferentes células que
liberam amplo espectro de mediadores, com multiplos efeitos e sitios de agdo. As modificagdes
inflamatdrias que ocorrem depois de repetidas exposi¢des ao alérgeno produzem a remodelacdo
do tecido nasal e bronquico. A hiperreatividade resultante acarreta a intensificacdo da resposta
inflamatéria e dos sintomas na reexposi¢cdo aos estimulos alergénicos (IV DIRETRIZES
BRASILEIRAS PARA O MANEJO DA ASMA, 2006; I CONSENSO BRASILEIRO SOBRE

RINITES, 2006).
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1.8 RELACAO ENTRE ASMA ALERGICA E RINITE ALERGICA

Asma e rinite estdo frequentemente associadas, sugerindo o conceito de “uma via
respiratoria, uma doenga”, isto €, as vias respiratorias superiores e inferiores sdo unidas, de tal
forma que a inflamacgdo da via aérea superior pode influenciar na propagagdo da inflamacgao da
via aérea inferior. Assim, deve-se tratar adequadamente episédios de rinite e asma, uma vez que a
inflamagcdo da mucosa nasal poderd repercutir na exacerbacdo dos sintomas da asma. Nesse
sentido, estudos epidemioldgicos t€ém demonstrado de modo consistente que asma e rinite
frequentemente co-existem no mesmo paciente. Além disso, tem-se observado que a maioria dos
pacientes com asma alérgica ou nado alérgica tem rinite. Em adi¢@o, muitos pacientes com rinite
tém um aumento da hiperreatividade bronquica ndo especifica. Estudos de fisiopatologia sugerem
uma forte relacdo entre rinite e asma. Deste modo, apesar das diferengas entre rinite e asma,
parece que as vias aéreas superiores e inferiores sdo afetadas por um processo inflamatério
comum, que pode ser mantido e amplificado por mecanismos inter-relacionados (BUSQUET et
al., 2001).

A verificagdo do processo inflamatério a nivel molecular, ou seja, através das citocinas
como a IL-5 e o IFN-y em vias aéreas inferiores, através de amostras do escarro induzido dos
pacientes com asma, € a comparagdo destes com o dos pacientes com rinite alérgica, pode
demonstrar a presenca de alguma atividade inflamatéria a nivel pulmonar em pacientes com

quadro clinico de uma doenga de vias aéreas superiores.
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2 OBJETIVOS
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Verificar os parametros espirométricos (CVF, VEF; e FEFys7s4) nos pacientes
participantes do estudo com asma alérgica ou rinite alérgica e individuos nao-

atopicos.

Determinar os niveis das citocinas IL-5 e IFN-y no escarro induzido de pacientes com

asma alérgica ou rinite alérgica e individuos nio atopicos.
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3 MATERIAL E METODOS
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3.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi submetido e aprovado sem restri¢des junto ao Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) (Anexos A e B).

A concordancia em participar da pesquisa foi confirmada pela assinatura de um Termo de
Consentimento livre e esclarecido pds-informado (Anexo C) pelo individuo da pesquisa, de
acordo com as normas da Resolucdo CNS 196/96. Neste termo de consentimento consta 0 nome
da pesquisa, seu objetivo, os procedimentos a serem realizados, como coleta de escarro,
espirometria e teste cutdneo de leitura imediata, bem como a possibilidade de saida do estudo
sem necessidade de explicacdo prévia ou prejuizo ao atendimento atual ou futuro dos individuos
da pesquisa.

Em seguida, os individuos responderam a uma breve ficha de identificacdo e a um
questiondrio clinico elaborado pelo pesquisador (Anexo D) e foi feito Teste Cutaneo de Puntura

(TCP) (Anexo E).

3.2 LOCAL DO ESTUDO

Os individuos participantes do estudo sdo moradores da cidade de Uberlandia, situada no
sudeste do Brasil (longitude 48°W, latitude 18°S), na regido conhecida como Tridngulo Mineiro e
distante 563 km de Belo Horizonte, capital do Estado de Minas Gerais. Com uma drea territorial

de 4.116 km? de extensdo e populacdo estimada de 570.042 habitantes (IBGE, 2004), Uberlandia
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€ uma cidade com clima do tipo tropical chuvoso que se caracteriza pelo inverno seco. A média
anual da temperatura € de 22°C. Os meses de Outubro a Mar¢o s@o os mais quentes (24,7°C) e os
mais frios sao Junho e Julho (18,8°C) (IBGE, 2004).

Trata-se de um estudo observacional, analitico, transversal, realizado no Laboratério de
Alergia e Imunologia Clinica, do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de
Uberlandia e no Laboratério de Funcdo Pulmonar do Hospital de Clinicas da Universidade

Federal de Uberlandia (HC-UFU), no periodo de maio a novembro de 2006.

3.3 CASUISTICA

Os pacientes foram selecionados através de busca no sistema de dados do Setor de
Nosologia do HC-UFU, pacientes com diagndstico de asma leve ou moderada, e de pacientes
com rinite alérgica, num total de 80, seguindo-se busca telefonica solicitando a disponibilidade
de participacdo no estudo. Destes, 24 pacientes com asma ou rinite alérgicas, aceitaram participar
do estudo. Como critérios de inclusdo, poderiam participar do estudo pacientes com diagndstico
clinico de asma leve ou moderada, ndo associada a rinite alérgica e aqueles com diagndstico
clinico de rinite alérgica persistente, ndo associada a asma, de ambos os sexos e com idade entre
18 e 60 anos, que apresentassem teste cutaneo de puntura positivo aos aeroalérgenos testados (IV
DIRETRIZES BRASILEIRAS PARA O MANEJO DA ASMA, 2006; BOUSQUET et al., 2001).
Todos os pacientes apresentaram TCP positivo a pelo menos um dos alérgenos de dcaros,
incluindo Dermatophagoides pteronyssinus (Dp), Dermatophagoides farinae (Df) e Blomia

tropicalis (Bt), associados ou isoladamente.
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Como controle, um grupo de nove individuos ndo atdpicos, de ambos os sexos, com idade

entre dezoito e sessenta anos (mediana de trinta anos), sem sintomas ou histérico clinico de

doencas alérgicas e com TCP negativo a todos aeroalérgenos testados foi incluido no estudo. Os

individuos foram selecionados, durante o mesmo periodo, entre visitantes e acompanhantes de

pacientes do Laboratério de Fungdo Pulmonar do HC-UFU, os quais ja apresentavam cadastro

prévio no HC-UFU.

Os critérios de exclusdo para este estudo foram:

1

9

Individuos que tiveram infec¢do respiratdria nos tltimos 30 dias;

Individuos com insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia respiratéria aguda ou tuberculose
pulmonar ativa e seqiiela de tuberculose;

Individuos que tenham sofrido intervengao cirdrgica de térax ou abddémen nos dltimos
90 dias;

Individuos que apresentaram crise de broncoespasmo com necessidade de uso de
corticoide oral nas ultimas trés semanas;

Pacientes em uso de corticoide inalado ou anti-leucotrienos nas ultimas trés semanas;
Pacientes em uso de anti-histaminicos na dltima semana;

Individuos com qualquer doenga do aparelho respiratdrio, exceto rinite ou asma
alérgica.

Presenca de lesdes dermatoldgicas na drea de realizacdo do teste cutaneo;

Mulheres gravidas ou em periodo puerpério de até seis meses;

10 Individuos com histéria de tabagismo presente ou passada nos dltimos 10 anos;

11 Recusa em participar do estudo.
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3.4 TESTE CUTANEO DE PUNTURA (TCP)

A hipersensibilidade imediata foi determinada por meio de TCP, utilizando diferentes
extratos alergénicos, glicerinados e padronizados (IPI/ASAC, Brasil): dcaros da poeira domiciliar
(D. pteronyssinus, D. farinae, B. tropicalis), epitélios de cdo (Canis familiaris) e de gato (Felis
domesticus), baratas (Blattella germanica e Periplaneta americana) e fungo (Cladosporium spp),
na concentracio de 2mg/mlL.

Ap6s antisepsia da face interna do antebraco com édlcool 70%, um volume de 10uL de cada
extrato foi depositado a uma distancia de trés centimetros um do outro, realizando-se em seguida
a puntura com auxilio de uma lanceta de metal estéril (Hollister-Stier Laboratories LLC,
Spokane, EUA). Como controle positivo, foi utilizado cloridrato de histamina a 10mg/mL
(Hollister-Stier Laboratories LLC) em solucdo salina fisioldgica contendo glicerol a 50%,
diluente que foi utilizado como controle negativo da rea¢do (SQUILLACE et al., 1997,
OPPENHEIMER; NELSON, 2006).

Apés quinze minutos da realizacdo do teste, as pdpulas resultantes de cada extrato
alergénico bem como dos controles, foram medidas com uma régua graduada em milimetros nos
seus dois diametros (o maior e o perpendicular a este). Um teste cutaneo positivo foi definido por

uma papula com didmetro médio maior que trés milimetros em relagcdo ao controle negativo.
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3.5 ESPIROMETRIA

Os testes espirométricos foram realizados no Laboratorio de Fun¢do Pulmonar do HC-UFU,
utilizando o equipamento multispiro SX/PC (Creative Biomedics Inc, San Clemente, EUA) e
filtros para multispiro com bocais DMB 0008 (De Marchi, Sdo Paulo, Brasil) individuais e
descartéveis.

Os individuos foram instruidos a ficarem sentados sem se apoiarem no encosto da cadeira,
segurar com as duas maos o aparelho, manter vedagdo labial no bocal para entdo fazerem as
manobras respiratorias necessdrias. Foi medido o volume expiratério forcado no primeiro
segundo (VEF1) e a capacidade vital forcada (CVF). Em seqiiéncia, os individuos receberam
400mg de salbutamol (Aerolin Spray, Glaxo Smithkline, Aranda de Duero, Espanha), que é um
broncodilatador beta2-agonista de curta duracao, inalados através de um bocal, em 2 puffs de 200
microgramas. Apods a inalacdo houve uma pausa de dez minutos para efeito da medicagdo e a
CVF e o VEF, foram medidos para comparacdes dos volumes pré e pds-broncodilatador.

Todos os volumes foram analisados de forma automatizada, através de equagdes e valores
previstos normais segundo Knudson/IMTS e, conferidas para o padrdo nacional. Os valores do
fluxo espiratério forgado entre 25% e 75% da CVF (FEFs.754,) pré e pds-broncodilatador foram
também obtidos bem como as varia¢des (A) de cada parametro espirométrico (ACVF, AVEF; e A
FEF,s5754,), que foram calculadas pela diferenca entre os respectivos valores pos e pré-

broncodilatador (SOCIEDADE BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA, 2002).
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3.6 INDUCAO DO ESCARRO

O escarro induzido foi obtido pelo método descrito por Pizzichini e colaboradores (1996).
Todos os voluntdrios inalaram 400 microgramas (mg) de salbutamol (Glaxo Smithkline)
previamente para prevenir broncoconstricao durante a induc¢do. A indugdo foi feita usando-se um
aerosol de solucdo salina hipertonica gerado por um nebulizador ultra-sonico (Respira Max
Inalador Ultra-Sénico, NS Industria de Aparelhos Médicos Ltda. Sao Paulo, Brasil), com taxa de
nebulizacdo de 1mL/min e tamanho das particulas de 0,5 a 10 um. A concentracdo de solucdo
salina foi iniciada com 3% por sete minutos, podendo ser aumentada para 4% durante o mesmo
periodo de tempo, quando necessdrio para obtencdo da amostra de escarro.

Os voluntdrios foram entdo instruidos a lavarem suas bocas com dgua filtrada, engolir e
soprar pelas narinas para reduzir a contaminagdo do escarro com saliva e goticulas pds-nasais,
entdo uma tentativa de inducdo do escarro foi feita utilizando-se quatro manobras de expiracdes
forcadas finalizando com tosse voluntdria. As amostras de escarros foram coletadas em
recipientes estéreis e transferidas para tubos de polipropileno estéreis de 15SmL. Apds a indugdo,
o VEF, foi medido, por seguranca, para detectar possivel broncoespasmo induzido pela soluc¢do

salina hipertonica.
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3.6.1 Processamento do escarro

O processamento do escarro foi realizado de acordo com o procedimento descrito por Pizzichini e
colaboradores (1996), com algumas modificacdes. O processo se iniciou o mais rapido possivel,
no minimo 20 minutos € no mdximo uma hora apds a coleta. As amostras de escarros foram
adicionadas de igual volume de solu¢do salina tamponada com fosfatos 0,01M (PBS) pH 7,2
estéril e gelada, contendo 0,1% de ditiotreitol (DTT 1% Sputolysin, Calbiochem Corp. San
Diego, EUA), seguindo de homogeneizacdes por dez vezes com pipeta Pasteur e submetidas a
agitacdo orbital por vinte minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram
filtradas em malhas de nylon de 40um (Cell strainer, BD Biosciences Discovery Labware,
Bedford, EUA), transferidas para tubos tipo eppendorf e centrifugadas a 900 x g por dez minutos
a 4°C. O sobrenadante de cada amostra foi coletado e armazenado a -70°C para posterior anélise

de citocinas.

3.7 ELISA PARA DETECCAO DE CITOCINAS

Os sobrenadantes das amostras de escarro foram analisados para a detec¢do das citocinas
IFN-v e IL-5 pela técnica de ensaio imunoenzimatico (ELISA) de duplo anticorpo tipo sandwich,
segundo protocolo recomendado pelos fabricantes (R&D Systems, Minneapolis, EUA).

Microplacas de poliestireno de alta afinidade com 96 pogos (Corning—Costar®, Laboratory
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Sciences Company, New York, EUA), foram sensibilizadas (50ul/po¢o) com os respectivos
anticorpos monoclonais de captura, anti-IFN-y (4ug/mL) ou anti-IL-5 (2ug/mL), diluidos em
PBS. As placas foram incubadas em camara Uimida por aproximadamente dezoito horas a
temperatura ambiente.

Em seguida, as placas foram lavadas por trés vezes com solug@o salina tamponada com
fosfatos (PBS) contendo Tween 20 (Polyoxyethylene-sorbitan monolaurate — Sigma Chemical
Co. St. Louis, EUA) a 0,05% (PBS-T), e subseqiientemente bloqueadas (100ul/poco) com PBS
adicionado de soroalbumina bovina (BSA — Sigma Chemical Co.) a 1% para IL-5 e com PBS +
BSA a 1% acrescido de NaNj3 (azida sddica) para IFN-y por uma hora em temperatura ambiente.

Ap6s o bloqueio, as placas foram novamente lavadas (trés vezes) com PBS-T e incubadas
com os sobrenadantes do escarro induzido (50ul/po¢o) ndo diluidos, em duplicata. Paralelamente,

foram realizadas curvas padroes com a respectiva citocina humana recombinante, em dilui¢des
duplas seriadas de 1500 a 2,9pg/mL para IL-5 em PBS + BSA 1% e de 1000 a 1,9pg/mL para
IFN-yem TBS 20mM + 0,05% de Tween + 0,1% de BSA.

Ap6s incubacdo por duas horas a temperatura ambiente, as placas foram novamente lavadas
por quatro vezes com PBS-T e incubadas com os respectivos anticorpos de deteccdo biotinilados:
anti-IL-5 (22,5ug/mL) diluido em PBS+1% BSA e anti-IFN-y (18ug/mL) diluido em
TBS+20mM + 0,05% Tween+0,1% BSA acrescentado de 2% de soro de cabra inativado a 56° C
por trinta minutos, durante duas horas a temperatura ambiente.

Apds novas lavagens como anteriormente descrito, foi adicionado o conjugado
streptavidina-peroxidase (R&D Systems) na dilui¢do 1:200 em PBS+BSA 1% para IL-5 e com
TBS+0,05% Tween+0,1% BSA para IFN-y e incubado por vinte minutos a temperatura ambiente

no escuro.
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Ap06s o ultimo ciclo de lavagens, as placas foram reveladas com a adicdo (5S0uL/poco) do
substrato enzimdtico tetrametilbenzidina (TMB; Sigma Chemical Co.) diluido em tampao citrato-
fosfato 0,IM, pH 4,5 e 0,03% de H,0,. Apds vinte minutos de incubagdo, a reacdo foi
interrompida pela adi¢do (25uL) de 4cido sulftirico 2N. A densidade 6ptica (DO) foi determinada
em leitor de ELISA (Titertek Multiskan Plus MKII, Flow Laboratories, McLean, EUA)
utilizando filtros de 450nm. Os valores de DO obtidos foram convertidos em ng/mL de acordo
com a curva padrdo, utilizando-se o software Microplate Manager PC versdo 4.0 (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, EUA).

Os limites inferiores de deteccdo das citocinas foram de 11,7pg/mL para IL-5 e 7,8pg/mL
para IFN-y. Valores encontrados abaixo do limite de deteccdo de cada ensaio foram extrapolados
através da curva log-linear, realizada pelo Microplate Manager PC versao 4.0 (Bio-Rad

Laboratories, Inc., Hercules, CA, EUA).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o programa GraphPad Prism 4.0° (GraphPad Software, Inc.) para a andlise
estatistica e confec¢do dos graficos. Foram utilizados os testes paramétricos de andlise de
variancia (ANOVA) e de compara¢do multipla de Tukey ou, testes ndo paramétricos de Kruskal-
Wallis e de comparacdo multipla de Dunn, quando apropriado, para a comparagdo entre as
caracteristicas demograficas e clinicas, valores espirométricos e niveis de citocinas nos diferentes

grupos de pacientes. Para comparacdo entre proporcdes foi utilizado o teste exato de Fisher.
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Todos os resultados foram considerados significantes para um nivel de significancia de 5%

(p<0,05).

3.9 NORMAS DE BIOSSEGURANCA

Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais bioldgicos e dos reagentes, bem
como a utilizacdo de equipamentos, foram realizados de acordo com as normas de biosseguranga

(CHAVES-BORGES; MINEO, 1997).
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4 RESULTADOS
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4.1 IDADE

A idade de todos os pacientes que participaram do estudo variou de vinte a sessenta anos,
com média de 31,3 anos (desvio padrdo = 10,6 anos). A média e o desvio padrdo para cada grupo
foram de 39,9+16,1 anos nos pacientes com asma, de 27,74+6,9 anos para os pacientes com rinite
alérgica e de 30,2+5,8 anos para os individuos ndo-atépicos. Houve diferenca significante na
idade entre os grupos de pacientes com asma e rinite alérgicas pela andlise de variancia

(ANOVA) e teste de comparagao multipla de Tukey (p=0,0223) (Figura 2).
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FIGURA 2: Idade dos pacientes com asma ou rinite alérgicas e individuos ndo-atopicos. As
barras representam a média e o desvio padrdo. Diferenca estatistica significante estd representada
por * p =0,0223.
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4.2 SEXO

A distribuicdo por sexo no total entre os pacientes foi de dez (30,3%) para o sexo masculino
e 23 (69,7%) para o sexo feminino (p=0,0028). Nos pacientes com asma, a distribui¢do foi de um
(12,5%) para o sexo masculino e sete (87,5%) para o sexo feminino enquanto nos pacientes com
rinite foi de cinco (31,2%) homens e onze (68,8%) mulheres. Nos individuos ndo-atépicos, a
distribuicdo foi de quatro (44,4%) e cinco (55,6%) para os sexos masculino e feminino,
respectivamente. Nao houve diferenca significante entre os grupos em relagdo ao sexo pela

andlise do teste exato de Fisher (p>0,05 ( Figura 3).
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FIGURA 3: Distribui¢do por sexo dos pacientes com asma ou rinite alérgicas e dos individuos
nao-atopicos.
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4.3 HISTORIA FAMILIAR DE ALERGIA

Dentre os pacientes que participaram do estudo, dez (30,3%) responderam ao quesito
histéria familiar de alergia entre os pais. Por grupos estudados, a presenca de historia familiar foi
verificada em trés (37,5%) de oito pacientes com asma, seis (37,5%) de dezesseis pacientes com
rinite € um (11,1%) de nove individuos ndo-atépicos. Nao houve diferenga significante nesse
quesito entre os trés grupos analisados pelo teste exato de Fisher (p>0,05). Entretanto, houve um
nimero significantemente maior de individuos sem histéria familiar de alergia dentre os ndo-

atopicos (p=0,0047) (Figura 4).
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FIGURA 4: Distribui¢do da histéria familiar de alergia parental dos pacientes com asma ou

rinite alérgicas e nos individuos ndo-atépicos. Diferencga estatistica significante estd representada
por ** p =0,0047.
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44 TESTE CUTANEO DE PUNTURA

Todos os pacientes com asma apresentaram TCP positivo para pelo menos um dos dcaros
da poeira domiciliar, sendo sete (87,5%) para dois 4caros e cinco (62,5%) para os trés acaros
simultaneamente. No grupo de pacientes com rinite alérgica, todos apresentaram TCP positivo
para pelo menos um dos dcaros de poeira domiciliar, quinze (93,7%) para dois 4caros, e onze
(68,7%) para os trés acaros testados.

A freqiiéncia absoluta e relativa de TCP positivo aos 4caros, isoladamente, no grupo de
pacientes com asma foi de sete (87,5%) para D. pteronyssinus, oito (100%) para D. farinae e
cinco (62,5%) para B. tropicalis. No grupo de pacientes com rinite alérgica, dezesseis (100%)
apresentaram TCP positivo para D. pteronyssinus, quinze (93,7%) para D. farinae e onze (68,7%)
para B. tropicalis. Nenhuma diferenca significante foi encontrada na freqiiéncia de TCP positivo
para dcaros entre os dois grupos de pacientes atopicos (p>0,05) (Tabela 2).

Para os demais aeroalérgenos analisados, foi observada uma nitida maior freqii€éncia de
TCP positivo aos alérgenos de epitélio de cdo no grupo de pacientes com rinite alérgica em
relacdo aos pacientes com asma alérgica (p=0,0324) (Tabela 2).

O grupo de individuos ndo-atépicos, como critérios de inclusdo previstos na metodologia,
ndo apresentou reatividade cutdnea a todos os extratos alergénicos analisados, com excecdo da

reatividade a histamina, demonstrando a efetividade do teste.
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TABELA 2: Resultados do teste cutineo de puntura aos diferentes extratos alergénicos
analisados e histamina (controle positivo) nos pacientes com asma ou rinite alérgicas e nos
individuos ndo-atépicos.

Asma Rinite Nao-atépicos

Extratos (n=8) (n=16) (n=9)

Positivo®  Pépula®  Positivo® Pdpula® Positivo®  Pépula®

n (%) (mm) n (%) (mm) n (%) (mm)

D. pteronyssinus 7 (87) 9,77 16 (100) 10,00 0 0
D. farinae 8 (100) 7,37 15 (94) 7,63 0 0
B. tropicalis 5(62) 5,90 11 (69) 7,63 0 0
Epitélio de cao 2 (25) 3,25 12 (75)* 4,08 0 0
Epitélio de gato 5(62) 4,30 7 (44) 4,14 0 0
Blattella germanica 4 (50) 3,50 10 (62) 4,15 0 0
Periplaneta americana 2 (25) 4,00 3(19) 3,66 0 0
Cladosporium spp. 0 0 1 (6) 3,00 0 0
Histamina 8 (100) 5,00 16 (100) 5,31 8 (100) 4,81

* Positividade ao teste cutdneo de puntura foi determinada a partir do didmetro médio da pépula e
estabelecida como >3mm em relacdo ao controle negativo da reagdo.

® Didmetro médio da papula em milimetros.

p<0,05 na comparagdo entre os grupos de pacientes com asma e rinite alérgica como determinado pelo teste
exato de Fisher.

* Diferenca estatistica significante.
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4.5 ESPIROMETRIA

Os testes espirométricos realizados nos individuos participantes do estudo forneceram
dados sobre CVF, VEF,, FEF:s.75¢, antes e apds o uso do broncodilatador, bem como suas
respectivas variacdes (ACVF, AVEF, e A FEF,5.754). Os valores médios e respectivos intervalos
de confianca de 95% destes parametros espirométricos analisados estdo demonstrados na Tabela

3.

TABELA 3: Resultados da espirometria dos individuos do estudo.

Grupos

Asma Rinite Nao-atopicos

Pré-Broncodilatador (% média, IC 95%)

CVF 92,6 (81,1-104,1) 96,9 (91,1-102,8) 93,3 (83,9-102.8)
VEF, 73,7 (54,3-93,2) 93,7 (85,6-101,8) 92,3 (83,1-101,6)
FEF,s.754 * 49,0 (18,6-79,5)* 88,1 (71,2-105,0° 86,8 (69,1-104,6)*"

Pés-Broncodilatador (% média, IC 95%)

CVF 91,5 (80,6-102,4) 97,1 (91,2-102,9) 94,5 (84,0-105,1)

VEF, 78,4 (59,3-97,6) 95,5 (87,8-103,2) 93,2 (84,6-101,8)

FEF3s.759 60,6 (27,8-93,3) 93,2 (78,3-108,1) 88,2 (73,8-102,6)
Variacoes Pré/Pé6s Broncodilatador (% média, IC 95%)

ACVF 0,72 (-7,21-5,78) 0,15 (-0,95-1,25) 1,14 (-1,08-3,57)

AVEF* 743 (2,22-12,6)° 2,18 (0,23-4,12)* 1,06 (-0,73-2,85)"

AFEF25.75 ¢, 20,18 (6,87-33,48) 8,21 (-0,51-16,93) 3,08 (-6,13-12,30)

" I etras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas como determinado pelo teste
de Kruskal —Wallis e teste de comparacao multipla de Dunn (* p<0,05).
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4.6.1 Analise dos parametros espirométricos pré-broncodilatador

Os pacientes com asma alérgica apresentaram menores valores médios de CVF, VEF, e
FEF,5.759, em relagdo aos outros grupos, embora esta diferenca fosse significante somente para o
parametro FEF,5 754, entre pacientes com asma e rinite alérgicas (p = 0,0363), como determinado

pelo teste de Kruskal-Wallis (Figura 5).
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FIGURA S5: Porcentagem dos valores obtidos em relagdo aos valores preditos para a capacidade
vital forcada (CVF), volume expiratorio for¢cado no primeiro segundo (VEF;) e fluxo expiratdrio
forcado entre 25% e 75% da CVF (FEF»s.75%) obtidos pré-broncodilatador nos pacientes com
asma ou rinite alérgicas e individuos ndo atOpicos (# litros, ## litros/segundo) Diferenca
estatistica significante estd representada por * p = 0,0363.
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4.6.2 Analise dos parametros espirométricos pos-broncodilatador

Os pacientes com asma alérgica apresentaram menores valores médios de CVF, VEF, e
FEF,5.759, em relagdo aos outros grupos, embora esta diferenca ndo fosse significante (p>0,05)

como determinado pelo teste de Kruskal-Wallis (Figura 6).
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FIGURA 6: Porcentagem dos valores obtidos em relagdo aos valores preditos para a capacidade
vital for¢cada (CVF), volume expiratério for¢cado no primeiro segundo (VEF)) e fluxo expiratério
forcado entre 25% e 75% da CVF (FEF,s.754,) obtidos pds-broncodilatador nos pacientes com
asma ou rinite alérgicas e individuos ndo atdpicos (# litros, ## litros/segundo).
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4.6.3 Andlise das variacoes dos parametros espirométricos pré e pés-broncodilatador

Na comparacdo entre as medidas das variacOes dos pardmetros espirométricos pré e pos-
broncodilatador, houve diferenca significante somente para o VEF; que apresentou maiores
variagdes nos pacientes com asma alérgica em relagdo aos individuos ndo-atépicos (p=0,0135),

como determinado pelo teste de Kruskal-Wallis e compara¢ao multipla de Dunn (Figura 7).
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FIGURA 7: Porcentagem dos valores obtidos em relagdo aos valores preditos para as variagdes
da capacidade vital forcada (ACVF), volume expiratorio for¢cado no primeiro segundo (AVEF,) e
fluxo expiratério for¢ado entre 25% e 75% da CVF (AFEF;s.754,) obtidos nos pacientes com asma
ou rinite alérgicas e individuos ndo atdpicos. (# litros, ## litros/segundo). Diferenca estatistica
significante esta representada por * p = 0,0135.
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4.7 DOSAGEM DE IFN-yNO ESCARRO INDUZIDO

A andlise da citocina IFN-y no escarro induzido ndo mostrou diferencas significantes nos
niveis encontrados em amostras de pacientes com asma alérgica (mediana=4,31pg/mL; quartis
25-75%=4,12-4,77Tpg/mL) ou rinite alérgica (mediana=4,74  pg/mL; quartis
25-75%=4,35-5,22pg/mL), como também no grupo de individuos ndo-atdpicos
(mediana=4,53pg/ml; quartis 25-75%=4,12-5,76pg/mL), determinado pelo teste de Kruskal-

Wallis (p>0,05) (Figura 8).
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FIGURA 8: Niveis de IFN-y (pg/mL) no escarro induzido de pacientes com asma ou rinite
alérgicas e de individuos ndo atOpicos. As barras representam a mediana e os quartis 25-75%.
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4.8 DOSAGEM DE IL-5 NO ESCARRO INDUZIDO

Os niveis de IL-5 detectados nas amostras de escarro induzido de pacientes com asma
alérgica foram significantemente maiores (mediana=14,57pg/mL; quartis 25-75%=14,36-
15,48pg/mL) quando comparado ao grupo de individuos ndo-atdpicos (mediana=13,92pg/mL;
quartis 25-75%=13,27-14,20pg/mL) (p=0,0207).

De forma similar, os niveis de IL-5 no escarro induzido de pacientes com rinite alérgica
(mediana=14,61pg/mL; quartis 25-75%=13,78-16,45pg/mL) também foram significantemente
maiores que aqueles encontrados nos individuos ndo-atépicos (p=0,0321). Entretanto, nenhuma
diferenca significante foi encontrada entre os grupos de pacientes atOpicos com asma € rinite

alérgicas (p=0,5607) (Figura 9).

17- * |

e
D
1

IL 5 (pg/mL
g

-—h
E Y
1

Asma Rinite Nao Atépicos

FIGURA 9: Niveis de IL-5 (pg/mL) no escarro induzido de pacientes com asma ou rinite
alérgicas e de individuos ndo-atdpicos. Os dados sdo representados em box-plot com mediana
(linha horizontal dentro de cada box) e quartis 25-75%. Significancia estatistica foi determinada
pelo teste de Kruskal-Wallis (* p<0,05).
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5 DISCUSSAO
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Asma alérgica e rinite alérgica sdo doencas desencadeadas por reacOes de hipersensibilidade
imediata mediada por anticorpos IgE frente a um estimulo alergénico. Ambas ocorrem nas vias
aéreas, sendo que a asma acomete a via aérea inferior enquanto a rinite acomete a via aérea
superior. O presente estudo verificou que os pacientes com asma eram significantemente de
maior idade que os com RA e ndo-atdpicos. Em concordincia com a literatura, entre os ndo-
atopicos houve menor freqiiéncia de histéria familiar (LIERL, 1995).

Em estudo realizado por Sibbald, 1991, verificou-se que a rinite estava presente na
maioria dos pacientes com asma, € uma significante minoria de pacientes com rinite apresentava
concomitantemente asma. A associacdo entre asma e rinite alérgica tem sido demonstrada em
adultos com histéria familiar de asma ou rinite. Estes t€ém, de trés a quatro vezes maior risco para
desenvolvimento de asma, e, de duas a seis vezes maior risco para desenvolvimento de rinite
alérgica, comparados com adultos sem histéria familiar (Lundback et al., 1998).

Leynaert e colaboradores (1999), realizaram um estudo epidemioldgico no qual a rinite
foi encontrada em 80% dos pacientes com asma. Em outro estudo pelos mesmos pesquisadores
com 1.245 individuos com diagndstico de asma, 24% apresentaram rinite sazonal, 06% rinite
alérgica perene e em 22% dos individuos as duas manifestacdes estavam presentes.

Bousquet; Van Cauwenberge; Khaltaev (2001) relataram que asma e rinite sdo co-
morbidades interligadas sugerindo o conceito de “uma via aérea, uma doenga”. Ainda para estes
autores, a rinite € fator de risco para o desenvolvimento da asma e pode estar associada com um
pior controle da doenca. Pacientes com rinite persistente podem apresentar algum sintoma de
asma e pacientes com asma podem apresentar sintomas de rinite.

Segundo Togias (2003) em um estudo longitudinal foi constatado que a maioria dos
pacientes com asma apresenta quadro de rinite associada, fazendo da rinite um fator de risco para

o desenvolvimento da asma. A presenca das duas manifestacdes em um individuo acometendo a
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parte superior e inferior das vias aéreas caracteriza a “sindrome da alergia respiratdria cronica”. O
sucesso do tratamento da sindrome da alergia respiratoria cronica requer a visao da unido das vias
aéreas e um entendimento das suas interrelagdes.

O presente estudo realizou a andlise dos pardmetros espirométricos dos pacientes tentando
verificar a presenga de alteragdes na prova de fun¢do pulmonar de pacientes com rinite alérgica e
compara-las as ja conhecidas alteracdes dos asmdticos e aos individuos ndo-atépicos. Essa
avaliacdo ndo revelou diferencas significativas entre os trés grupos, embora uma tendéncia para
menores valores de FEF,s7s¢ pré-broncodilatador foi observada nos pacientes asmadticos. Do
mesmo modo, a comparacdo das variacdes pré e pds-broncodilatadores, demonstrou uma
variagdo significativa para o VEF; que foi maior no grupo de asméticos em relagdo aos pacientes
com RA e ndo-atépicos.

Em dois recentes estudos de broncoprovocagdo com metacolina de um mesmo grupo de
pesquisadores (CIPRANDI et al., 2006; MARSEGLIA et al., 2007), foram observadas alteracdes
nos valores de FEF,s.75¢, em individuos com asma e naqueles com RA isolada em relagdo aos
controles normais, diferente do encontrado no presente estudo, possivelmente devido aos
pacientes estarem em periodo de intercrise.

Como ponto fundamental deste estudo, foi verificada a presenca da citocina IL-5 em
amostras de escarro induzido em niveis significantemente superiores em pacientes com
diagnéstico de asma alérgica e de rinite alérgica em relag@o aos individuos ndo-atdpicos enquanto
os niveis de IFN-y ndo diferiram entre esses trés grupos. Em adicdo, os pacientes participantes
desse protocolo com diagndstico de asma ndo apresentavam manifestacdes nasais enquanto os
pacientes com rinite ndo apresentavam sintomas clinicos caracteristicos de asma. Neste contexto,

o aumento dos niveis de IL-5 no escarro induzido dos pacientes com asma estd presente,
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independente da gravidade da doenga, sendo encontrada inclusive nos pacientes com asma leve
intermitente (KUMAR, 2001; VIGNOLA et al., 1998; HARGREAVE, 2007), porém este dado era
desconhecido em individuos com rinite alérgica. Assim, neste estudo verificou-se, pela primeira
vez, que pacientes com rinite alérgica mesmo sem asma associada apresentam niveis elevados de
IL-5 no escarro induzido, indicando que além do processo inflamatdrio em mucosa nasal, parece
estar acometendo a mucosa das vias aéreas inferiores. Além disso, neste estudo foi verificado que
os niveis de IL-5 no escarro induzido de pacientes com RA eram similares aos dos pacientes com
asma. Esse achado demonstra uma similaridade no perfil de citocinas Th2 no pulmio de
individuos com RA isolada e dos pacientes com asma. Dessa forma, estes dados vém reforcar a
existéncia de um sistema interligado entre as vias aéreas superiores e inferiores em inflamagdes
alérgicas mediadas por citocinas como a IL-5.

Outros autores realizaram estudos para tentar identificar a reatividade pulmonar dos
individuos com RA isolada. Alvarez e colaboradores (2000a; 2000b), avaliaram, em 2 estudos,
pacientes com asma moderada persistente, pacientes com rinite alérgica e controles saudaveis,
submetendo-os a provocagdo inalatéria com extratos de D. pteronyssinus ou com metacolina.
Para tanto, verificaram os niveis de triptase, albumina, ECP, IL-5 e a contagem de eosin6filos no
escarro antes da broncoprovocagdo e apds 24 horas. Os niveis de ECP e contagem de eosinéfilos
(ambos sugestivos de resposta Th2) foram mais altos nos grupos de asma e rinite em comparagao
com os controles pré-broncoprovocagao, e, apds broncoprovocacdo a ECP aumentou seus niveis
no grupo de asma em relagdo a rinite.

Em outro estudo, com individuos com asma alérgica e rinite alérgica sem sintomas de
asma foi estudado no escarro a contagem de eosindfilos e os niveis de ECP, IL-8 e MPO, além da
avaliacdo de eosindfilos no sangue periférico e IL-5 no soro. Ambos 0s grupos apresentaram

aumento no numero de eosinofilos e ECP no escarro pré e pds-broncoprovocacio, mas nao houve
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diferenca entre eles nos dois momentos. Também ndo houve diferenca nos niveis de IL-5 e de
eosinofilos nas amostras de sangue, correspondente ao escarro (LOPUHAA et al., 2002).

Mais recentemente, um estudo verificou IL-5, ECP, sSICAM e IL-10 no escarro, antes e
apOs 24 horas de provocagdo nasal com alérgenos, em pacientes com rinite sem manifestacoes de
asma e, quatro semanas apds, provoca¢do com placebo no mesmo grupo. Foi encontrado
aumento na ECP, sICAM e decréscimo da IL-10 no escarro comparando a provocagcdo com
alérgenos e placebo. Esse estudo também ndo conseguiu detectar IL-5 no escarro (BEEH et al,
2003).

A ndo deteccdo de IL-5 no escarro de pacientes com RA em diversos estudos pode ter
diversas causas, principalmente o uso de concentracdo de DTT mais elevada, uso do vértex para
homogeneizacdo, centrifugacdo ndo refrigerada e temperatura da estocagem. O presente
protocolo foi adaptado para tentar minimizar os provaveis fatores de degradacdo de citocinas,
visando sua preservacdo para o0 momento do teste.

Em relacdo a dosagem de IFN-Y, no presente estudo mostrou-se menores niveis no grupo
de asma, mas ndo foram significativamente diferentes com os grupos de rinite a ndo-atépicos. Em

um recente estudo que verificou nivel de IFN-y em individuos com asma ocupacional, rinite

ocupacional e controles sauddveis, foi verificada a reducdo de IFN-y nos grupos de asma e rinite
comparado com controles (MAMESSIER et al., 2007).

Embora os pacientes com RA ndo apresentassem manifestacdes broncopulmonares nem
sintomas clinicos caracteristicos de asma, a presenga de niveis de IL-5 nas amostras analisadas,
similares aos encontrados em pacientes asmdticos, poderia ser um importante fator de
positividade de diagndstico precoce de asma alérgica subclinica nestes individuos. Este dado vem

sustentar o papel da resposta imune Th2 em vias aéreas inferiores que poderiam contribuir para o
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desenvolvimento de asma em pacientes com RA, refor¢ando o conceito da via aérea unida.

A capacidade de producdo de IFN-y e IL-5 detectadas em amostras de escarro de
pacientes com asma ou rinite alérgica vem denotar que existe uma exacerbagdo da resposta do
tipo Th2, sem, no entanto, estar comprometida a resposta do tipo Thl. Assim, foi possivel
visualizar um desequilibrio do eixo da resposta Th1-Th2, o qual pode ser resultante da falha do
desenvolvimento de cé€lulas T regulatérias mais do que a incapacidade de ativagdo das células
Th1, como proposto por Akdis (2006).

Os dados deste estudo permitem concluir que as alteragdes espirométricas encontradas
ndo foram capazes de predizer a ocorréncia de broncoconstri¢do nos pacientes com RA, mas os
niveis predominantes de IL-5 sobre IFN-y no escarro induzido destes pacientes reforcam o papel
da resposta imune Th2 em vias aéreas inferiores. A ampliagdo dos dados encontrados neste

estudo serd necessdria para confirmar os achados e a interrelagc@o entre asma e rinite alérgicas.
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6 CONCLUSOES
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Os valores espirométricos demonstraram menor valor de FEF,s.75¢, pré-broncodilatador e
maior variabilidade pré/pds broncodilatador de VEF; no grupo de pacientes com asma em

relacdo aos pacientes com rinite alérgica e individuos ndo-atopicos.

Nao houve diferenga significante nos niveis de IFN-y no escarro induzido entre os grupos

asma, rinite e nao-atopicos.

Os niveis de IL-5 foram significativamente maiores no escarro induzido de pacientes com

asma e rinite alérgica comparados aos nao-atdpicos.
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ANEXO A

UIJ Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagao
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Jodo Naves de Avila, n® 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA N° 247/05
Registro CEP: 182/04

Projeto Pesquisa: “Avaliacdo da funcdo pulmonar e niveis de IL-5 e IFN-y no
escarro induzido de pacientes com asma sob manobras fisioterapicas”

Pesquisador Responsavel: Emesto Akio Taketomi

De acordo com as atribuicbes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP
manifesta-se pela aprovacgédo do projeto de pesquisa proposto.

Situagdo: Projeto aprovado

Uberlandia, 06 de setembro de 2005.
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i Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEP/UFU

Orientagdes ao pesquisador:

(Para parecer Aprovado ou Aprovado com Recomendagées)

* O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer fase
da pesquisa, sem penalizagfo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - Item IV.1.0) e
.deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado
(Item TV.2.d).

* O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo
somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item III.3.7),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que
requeiram agio imediata.

* O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo
(Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

* Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protccolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo I
ou IT apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envii-las também
mesma, junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial ( Res. 251/97,
item I1.2.e). O prazo para entrega de relatorio é de 120 dias apds o término da execugdo prevista no
cronograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96 CNS.
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Uj Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacao
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Jodo Naves de Avila, n°® 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (034) 239-4131

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA N° 255/04
Registro CEP: 182/04

Projeto Pesquisa: “Avalia¢do da fun¢do pulmonar e niveis de IL-5 e IFN-y no escarro
induzido de pacientes com asma sob manobras fisioterdapicas™.

Pesquisador Responsavel: Emesto Akio Taketomi

De acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela
aprovagio, do projeto de pesquisa proposto.

% M/ﬂ
Prof. Dr. AMc nj’guardo Bonella

Coordenador d¢ CEP/UFU
Orientagdes ao pesquisador:

(Para parecer Aprovado ou Aprovado com Recomendagdes)

* O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer fase
da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - Ttem IV.1.f) e
deve receber uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado
(Item IV.2.d).

= O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo
somente apos andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item II1.3.z),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano niio previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que
requeiram acgdo imediata.

» O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo
(Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagao ao CEP e a Agéncia
Nacional de Vigiléncia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

« Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo I
ou II apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também 2
mesma, junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial ( Res. 251/97,
item I1.2.e). O prazo para entrega de relatério é de 120 dias apds o término da execugdo prevista no
cronograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96 CNS.

Situagdo: Projeto aprovado.

Uberlandia, 05 de novembro de 2004.
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ANEXO C

Universidade Federal de Uberlindia
Instituto de Ciéncias Biomédicas

Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica
Campus Umuarama - Bloco 4C - Uberlindia - MG - Brasil - 38.400-902
Telefone: 034-3218-2195 - TELEFAX: 034-3218-2333

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu, , concordo em participar do

projeto de pesquisa intitulado:*Avaliagdo da Fungdo Pulmonar e Niveis de IL-5 e IFNy em Pacientes com Asma alérgica,
rinite alérgica e controles” a ser realizado no ambulatério de alergia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia -UFU. O referido projeto tem como objetivo verificar os niveis das citocinas IL-5 e INF-y no escarro induzido de
pacientes com asma alérgica, rinite alérgica e controles. Um total de 60 pacientes serdo dividido de forma randomizada em
trés grupos: asma alérgica, rinite alérgica e controle. O escarro sera coletado através de nebulizagdo de solugao salina
hiperténica, o teste espirométrico sera realizado no ambulatério de alergia do Hospital de Clinicas de Uberlandia, todos os
procedimentos serdo acompanhados por um médico e um fisioterapeuta responsaveis  Este projeto € desenvolvido pelo
Professor & Pesquisador Dr. Emesto Akio Taketomi, chefe da disciplina de Imunologia da Universidade Federal de
Uberlandia.

Estou ciente dos seguintes procedimentos que serdo realizados durante o experimento clinico:: Realizagcao de exame
de teste cutaneo com alérgenos inalantes, 2 Necessidade de coleta de sangue, 3 Coleta de escarro induzido, 4 teste
espiromeétrico .

Terei a garantia de recebe resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer duvida a cerca dos
procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a investigagao. Terei a liberdade de me retirar do
estudo a qualquer momento em que desejar sem necessidade de explicagbes. Caso haja desisténcia, nao receberei
represalia por parte dos pesquisadores e nem serei prejudicado em meu atendimento na instituigao.

Sera respeitado o carater confidencial das informacées fornecidas, ndo sendo permitida a minha identificagao. Os

resultados do estudo serdo apresentados em reunides e revistas cientificas.

Uberléndia, de de 200 ;

Assinatura do paciente ou responsavel legal
Responsaveis pela pesquisa:
Sheila Mara Gongalves Marra
Rua: Irma Adalgisa, 68 B. Sao Vicente. Patrocinio, MG. Tel.: (034)3832-4384

Dr. Emesto A Taketomi, Dr. Gesmar R. Silva Segundo e Dra. Deise A O Silva
Avenida Para, 1720 Bloco 4C, Campus Umuarama

Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG

Tel.(034)3218-2195/ Telefax (034)3218-23333

Comissdo de Ftica em Pesquisa Av. Jodo Naves de Avila, 2160 - Bloco 11, Campus Santa Ménica Uberlindia - MG
CEP 39.400-902 - Fone/Fax: (34) 3239 - 4334
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ANEXO D

QUESTIONARIO DE IDENTIFICACAO

Nome:

Idade:

Endereco:

Telefone:

Peso:

Altura:

Vocé tem diagnéstico de rinite alérgica?

( )sim( )nao

Vocé tem diagndstico de asma alérgica?

( )sim( )ndo

Vocé tem diagnéstico de DPOC?

( )sim( )ndo

Vocé tem alguma outra alteracdo no sistema respiratorio?

() sim. Qual?

( )ndo



Fuma?
( )sim

Ha quanto tempo?

( )ndo

Vocé tem pais alérgicos?

( )sim( )pai ( )mae

( )ndo

Ha casos de doencas alérgicas na familia?

Quando vocé teve a ultima crise?

Quantas crises vocé tem por més?

Vocé usa medicagdo inalatéria para asma e/ou rinite?

() sim. Qual? Com que freqiiéncia?

( )ndo

Vocé usa medicagdo oral ou injetdvel para asma e/ou rinite?

() sim. Qual? Com que freqiiéncia?
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Quando voce levou a ultima medicagao?

Vocé tem doencas de coragdao?

() sim. Qual?

( )ndo

Onde vocé trabalha?

Ha p6 em seu ambiente de trabalho?

Quantas horas é exposto vocé por um dia?

Como voce estd agora em relacdo a rhinitis/asthma?
( ) Otimo, nenhum sintoma.
() Bom, com pouco desconforto.

() Ruim, em crise.

Data: / /

Hora: :

Responsavel pelo questionario:
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ANEXO E

Universidade Federal de Uberlandia
Instituto de Ciéncias Biomédicas
Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica
Av. Pard, 1720, Campus Umuarama - Bloco 4C
Uberlandia, MG - Brasil - 38.400-902
Telefone: (34) 3218-2195 - TELEFAX: (34) 3218-2333

Teste Cutaneo de Punctura

Data: /|

Nome:
Data de Nascimento: ___/___/___
Endereco:
Telefone:

Antigeno Papula | Eritema Antigeno Papula | Eritema
Derp (2) Periplaneta sp. (8)
Der f (4) B. germanica (7)
Blo t (6) A. alternata (9)
Cao (3) Controle (1)
Gato (5) Histamina (10)

Valores de Referéncia:
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POSITIVO: diametros ortogonais maiores ou iguais a 3mm, em relacdo ao controle negativo,
medidos a partir do maior didmetro.

NEGATIVO: diametros ortogonais menores do que 3mm, em relagdo ao controle negativo,
medidos a partir do maior didmetro.



