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I. RESUMO

CITOLOGIA DO ESCARRO INDUZIDO EM ASMATICOS INFECTADOS PELO
SCHISTOSOMA MANSONI

Introducao: o estudo do escarro induzido tem ajudado no diagnéstico e no
melhor entendimento da patologia da asma. Objetivo: avaliar a celularidade do
escarro em asmaticos residentes em uma area endémica em esquistossomose
na Bahia. Métodos: estudo randomizado, duplo cego, controlado com placebo,
incluindo asmaticos infectados pelo S. mansoni e um grupo controle de
asmaticos nao infectados, utilizado a celularidade do escarro induzido para
avaliar os efeitos do tratamento da parasitose na asma. Resultados: Foram
avaliados 22 pacientes infectados pelo S. mansoni, sendo 63,6% do sexo
feminino. No grupo de asmaticos n&o infectados foram incluidos oito pacientes,
sendo 50% feminino. O grupo que usou praziquantel nao diferiu do que usou
placebo quando comparada a celularidade, entretanto houve aumento no
namero de eosindfilos no grupo Placebo nos D7, D60 e D90 quando
comparados ao basal, e no D60 no grupo Praziquantel. O numero total de
células aumentou em relacéo ao basal no D7 e no D90 para o grupo Placebo, e
no D90 para o grupo Praziquantel. A espirometria mostrou que o grupo que fez
uso do praziquantel apresentou uma maior reducao do VEF1 nas avaliacbes do
D7, D60 e D90. Nao houve, entretanto, associacdo entre a eosinofilia e a
gravidade da asma. Conclusao: O estudo do escarro se mostrou uma boa
ferramenta para monitorar o comportamento celular em trabalhos de campo,
entretanto, ndo foi encontrada uma boa correlagdo entre os tipos celulares
encontrados e a gravidade da asma. Uma possivel explicacdo seria o pequeno
tamanho amostral do estudo ou ainda uma limitacao da técnica, como sugerido
por outros autores.

Palavras-chave: 1.Escarro; 2.Asma; 3.Eosindfilos; 4 Eosinofilia;
5.Esquistossomose
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ABSTRACT

CYTOLOGY OF INDUCED SPUTUM IN ASTHMATICS INFECTED WITH
SCHISTOSOMA

Introduction: the study of induced sputum has helped in the diagnosis and has
contribute to a better understanding of asthma pathology. Objective: To
evaluate the cellularity in sputum of asthmatic patients living in an endemic area
of schistosomiasis in Bahia. Methods: This is a randomized, double blind,
placebo-controlled study, including asthmatics infected with S. mansoni and a
control group of non-infected asthmatics. It was used the cellularity of induced
sputum to evaluate the effects of schistosomiasis treatment on asthma severity.
Results: We studied 22 patients infected with S. mansoni, 63.6% of them were
female. In the non-infected asthmatic group we included eight individuals, 50%
female. The cellularity in the group that used praziquantel did not differ from
those who used placebo, however higher number of eosinophils was found in
the Placebo group on D7, D60 and D90 compared to baseline, and on D60 in
Praziquantel group. The number of total cells increased from baseline at D7 and
D90 for the Placebo group, and for the D90 for Praziquantel group. The
spirometry showed that the Praziquantel group had a larger reduction in FEV1
in the evaluations of D7, D60 and D90. There was no association between
eosinophilia and asthma severity, however. Conclusion: The study of the
sputum in asthmatics showed to be a good tool to monitor cellularity in field
work, however, there was not a good correlation between the cell types and
severity of asthma. One possible explanation is the small sample size of the
study or alternatively a technical limitation, as suggested by other authors.

Keywords: 1.Sputum; 2.Asthma, 3.Eosinophil, 4. Eosinophilia;
5.Schistosomiasis
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Il. OBJETIVOS

PRINCIPAL
Avaliar a celularidade do Escarro Induzido (El) em asmaticos
infectados pelo Schistosoma mansoni residentes na area endémica de Agua

Preta, municipio de Gandu - Bahia.

SECUNDARIOS

1. Avaliar a celularidade do escarro induzido, em especial a
eosinofilia, em asmaticos infectados pelo S. mansoni e correlacionar com a
gravidade da asma;

2. Comparar a celularidade do escarro induzido em asmaticos
infectados pelo S. mansoni antes e ap06s o tratamento com anti-helminticos;

3. Comparar a celularidade basal do escarro induzido em asmaticos
infectados pelo S. mansoni com aqueles n&o infectados atendidos no

Ambulatério de Alergia da UFBA com semelhante gravidade da asma.

HIPOTESE

A citologia do escarro induzido reflete o processo inflamatério
brébnquico da asma, serve para comparar a gravidade da doenca entre
asmaticos infectados ou nao pelo S. mansoni, e a gravidade antes e apds o

tratamento da parasitose nos asmaticos infectados.
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ll. INTRODUGAO

Nos ultimos anos, tem-se buscado marcadores da atividade
inflamatéria em asmaticos empregando-se técnicas pouco invasivas, como a
medida do éxido nitrico no ar exalado e a celularidade do escarro (Palomino et
al., 2005). O escarro induzido (El), foi inicialmente utilizado para o diagnéstico
de céancer de pulmado e, posteriormente, para doencgas infecciosas. Foi
posteriormente re-estudado e aceito como um instrumento de investigacado da
patogenia da asma (Rufino et al., 2007), e também usado para acompanhar a
evolucao da inflamacao das vias aéreas pelo processo de analise das células e
proteinas (Bullens et al., 2008; SILVA, 2004).

Desde a ultima década, a identificacdo do padrao inflamatério da
mucosa brénquica por meio do escarro induzido tem ajudado no diagnéstico e
no melhor entendimento da asma. E um método ndo invasivo, acurado de
baixo custo e seguro, inclusive em criancas (Bretscher, 1970; Palomino et al.,
2005)

O escarro pode ser obtido espontaneamente ou por inducdo com
inalacdo de solucdo salina hipertbnica (SSH) a 4,5% (Drews et al., 2006).

Este estudo € pioneiro em avaliar celularidade do escarro induzido
em pacientes asmaticos infectados pelo Schistosoma mansoni em area
endémica. Pesquisas realizadas pelo Servico de Imunologia da Universidade
Federal da Bahia (SIM) tém mostrado que ha uma relacdo inversa entre a
infeccdo pelo S. mansoni e a gravidade da asma (Medeiros et al., 2003).

A asma é histologicamente caracterizada por um infiltrado celular
inflamatério das vias areas, representado pela presenga de células
inflamatérias como eosindfilos, neutréfilos, linfécitos e mastécitos. O escarro é
um biofluido complexo produzido nas vias aérias inferiores e expectorado pela

boca, sendo constituido de 90% a 95% de agua, 2% a 4% de mucinas, que sao
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grandes glicoproteinas e 1% de exudatos transepiteliais, sais, lipidios,

componentes inflamatdrios e restos celulares (Tonietto et al., 2010).

IV. REVISAO DA LITERATURA

Tem sido observado consideravel aumento na incidéncia de doencas
alérgicas em paises industrializados nos ultimos 30 anos e estima-se que ao
menos 20% da populacdo mundial € susceptivel a essas doengas (Romagnani,
1997).

A asma é uma das mais freqlentes e graves das doencas alérgicas.
A asma cursa com resposta inflamatéria e hiperreatividade brénquica,
envolvendo diversos tipos celulares, dos quais 0os mais importantes sao as
células T auxiliares do tipo 2 (Th2), mastdcitos, basdfilos e eosindfilos (Yssel et
al., 2001).

No Brasil ocorrem aproximadamente 350.000 internagdes por asma,
sendo a quarta causa de hospitalizagdes pelo Sistema Unico de Saude (2,3%

do total) e a terceira causa entre criancas e adultos (Tisiologia, 2006).

IV.1 Imunopatogénese da asma

Embora a asma seja uma doenca complexa e multifatorial, & bem
conhecido o papel fundamental das células Th2 na imunopatogenia da mesma
(Wills-Karp, 1999). Estas células secretam interleucina (IL)-4 e IL-13 que
induzem e mantém a producdo de imunoglobulina (IgE) por células B, e IL-5
que induz o recrutamento, diferenciacao e infiltracdo de eosinéfilos na mucosa
brénquica (Foster et al., 1996).

Além das acoes acima referidas, a IL-4, que é também produzida por

mastécitos ativados, € um fator de diferenciagao para células Th2, perpetuando
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o processo inflamatério (Yssel et al.,, 2001). Além das células TCD4" do tipo
Th2, subpopulagdes de células Th1 ativadas que produzem interferon gama
(IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) contribuem para a reacao

inflamatéria associada ao dano tecidual na asma (Abbas et al., 1996).
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Adaptado de Bradding, 2006

Figura 1. Esquema descrevendo a imunopatogenia da asma.

Os eosindfilos sdao granulécitos derivados das células CD34" da
medula déssea e existem em abundancia nos infiltrados inflamatérios que
caracterizam o0s processos patolégicos das doencgas alérgicas. Seu fator
principal de crescimento é a IL-3, seus granulos contem histamina, sulfato de
condroitina e proteases que sao proteinas basicas que se ligam a corantes
acidicos como eosina. A IL-5 é uma citocina ativadora de eosindfilos, reforca a
habilidade dos eosinéfilos em liberar o conteldo granular quando ocorre
ligacdo cruzada dos receptores de IgE e FceRIl com esta imunoglobulina
(Figura 1) (Abbas, 2005; Bradding et al., 2006).

Para cada eosin6filo na circulacdo existem mais ou menos 100 a
300 eosindfilos nos varios tecidos, inclusive brénquico (Solé et al., 2006). A
figura 2 mostra eosinofilos em lamina de escarro induzido. Estima-se que mais

do que 80% dos asmaticos sem uso prévio de corticosterdides e mais de 50%
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dos que fazem corticoterapia inalatéria possam ter niveis de eosindfilos no
escarro acima do normal (Pavord et al., 2002), que é considerado até 2,5%

(Palomino et al., 2005).

£
“-q / neutrofilos

eosinofilos

macrofago

%,

neutrofilos

linfocitos w__

Amorim. 2010

Figura 2. Microfotografia de células inflamatdrias do escarro induzindo.

Os mastécitos derivam também de células progenitores CD34"
situados na medula 6ssea. Estas células normalmente n&o s&o encontradas na
circulagdo. Os progenitores migram para os tecidos periféricos como células
imaturas e sofre a diferenciagao in situ.

Mastdcitos maduros sdo encontrados em todo o corpo, proximo aos
vasos sanguineos, aos nervos, sob o epitélio e nos 6rgaos linféides, eles
variam em forma e possuem nucleos redondos, com granulos contendo
histamina e proteoglicanas acidicas que ligam corantes basicos, heparina e/ou
sulfato de condroitina e proteases, ligados por membranas e corpos lipidicos no
citoplasma.

A ativacdo dos mastocitos ocorre pela ligacao cruzada de moléculas
de FceRIl, que se ligam com antigenos multivalentes as moléculas de IgE

anexas, e resulta de trés tipos de resposta bioldgicos: secrecao do conteudo
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pré-formadores de granulos por um processo regulado de exocitose, sintese e
secrecdao de citocinas. Os basdfilos sdo granuldcitos sanguineos com
similaridade estruturais e funcionais as dos mastdcitos. Os mastécitos e
basoéfilos produzem diferentes citocinas e quimiocinas que podem contribuir
para a inflamacéao alérgica a exemplo de: IL-1, IL-4 IL-5, IL-6, e IL-13, além de
TNF, MIP-1alfa e MIP-1 beta.

Os neutréfilos (leucécito polimorfo nuclear ou PMN) sao células
fagociticas caracterizadas por apresentarem um nucleo lobular segmentado e
granulos citoplasmaticos preenchidos com enzimas de degradacgao (lisozima,
colagenase e elatase). Seus granulos nao se coram fortemente nem com
corante basico nem com corante acido, o que distingue dos granulos de
eosinodfilos, mastocitos e baséfilos. Sdo produzidos na medula dssea e
originam-se de uma linhagem em comum com os fagécitos mononucleares. A
producdo de neutrofilos é estimulada pelo fator estimulador de colénias de
granulécitos (GCF). Eles migram para o local de infeccdo dentro de poucas
horas apds a entrada de microrganismos. Os PMNs constituem o tipo mais
abundante de leucécitos em circulagao e sao células mediadoras de respostas
inflamatérias agudas nas infeccdes bacterianas.

Os mondécitos sao os primeiros tipos celulares que entram no sangue
periférico depois de deixar a medula 6ssea totalmente diferenciado. Uma vez
estabelecidos nos tecidos, essas células amadurecem e se tornam
macrofagos. Eles podem exibir formas diferentes apds serem ativados por
estimulos externos. Os macréfagos estdo em todos os dérgdos e no tecido
conjuntivo e recebem nomes especiais para designar a localizagao especifica.
No sistema nervoso central sdo chamados de microglia; na superficie do
endotélio dos sistemas sinusoides hepaticos sdo chamados de células de

Kupffer e nas vias aéreas macroéfagos alveolares (Abbas, 2005).
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IV.2 Doencas alérgicas e infecgdes helminticas

As infeccbes parasitarias por geohelmintos sao altamente
prevalentes e afetam particularmente as populagdes pobres que vivem nas
regides subdesenvolvidas ou em desenvolvimento (Cooper, 2007). A
prevaléncia mundial da esquistossomose por exemplo é alta, com cerca de 200
milhdes de pessoas infectadas (Hotez, 2006). A infeccdo ocorre quando o
homem entra em contacto com a agua que abriga o caramujo hospedeiro
intermediario do S. mansoni, o caramujo do género Biomphalaria (representado

na figura 3). A figura 4 representa o verme adulto do S. mansoni.

Figura 3, caramujo do género Biomphalaria (fonte) Pesquisado em: 28/01/2011
http.//www2.uol.com.br/sciam/reportagens/genoma_contra_a_esquistossomose.html.

Os antigenos dos helmintos sédo potentes indutores da resposta
imune mediada pelas células TCD4+ do tipo 2 ou t “helper2 (th2),
caracterizada pela producdo de citocinas que induzem varias vias efetoras
incluindo aquelas mediadas por IgE. Este tipo de resposta imune que ocorre na
reacao as infecgdes helminticas também é observada nas doencas alérgicas a

exemplo da asma, da rinite e do eczema atépico.



24

Figura 4. Verme adulto do S.mansoni. Pesquisado em: 28/01/2011. (fonte)
http.//animal.discovery.com/invertebrates/monsters-insideme/schistosomiasisschistosoma-
mansony/.

Na resposta imune Th2, os antigenos de helmintos ou alérgenos
estimulam os linfécitos T a produzirem citocinas Th2, como a interleucina-4
(IL-4), a IL-13 e a IL-5. A IL-4 e IL-13 induzem os linfocitos B a produzirem
imunoglobulina E (IgE) e a IL-5 atrai e ativa os eosinofilos. A eosinofilia e o
aumento das concentragcbes séricas de IgE sdo, portanto, caracteristicas da
resposta imune Th2. Uma parte da IgE produzida durante a resposta imune
Th2 é antigeno-especifica. A IgE especifica liga-se a receptores de alta
afinidade na superficie de mastécitos e basofilos, e nas exposicoes
subsequientes ao alérgeno ocorre liberagdo dos mediadores inflamatérios
destas células, a exemplo da histamina, prostaglandinas, leucotrienos e
também citocinas e quimiocinas do padrdo Th2 (IL-4, IL-13, e RANTES), como

revisado por Ponte e colaboradores (Ponte et al., 2007).
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IV.3 Associacao entre atopia/alergia e helmintiases

As infecgdes por helmintos e as alergias sdo condicbes altamente
prevalentes em varios paises do mundo. Muitos estudos tém avaliado a
associagao entre estas duas condicdes patoldgicas, uma vez que a prevaléncia
de doencas atdpicas vem aumentando nos paises industrializados, onde uma
progressiva melhora das condigdes sanitarias levou a reducdo de parasitoses
intestinais e de outras doencas da infancia (Asher, 1998). Paradoxalmente, tem
sido observado que as doencas alérgicas sdo menos freqlientes em paises
onde a prevaléncia de helmintiases é elevada (Asher, 1998). Além disso,
Yemaneberhan e colaboradores observaram que, dentro de um mesmo pais,
existe uma maior prevaléncia de alergias nos centros urbanos, quando
comparados com zonas rurais (Von Ehrenstein et al., 2000; Yemaneberhan et
al., 1997).

Baseado nestas informacdes e no fato de individuos de paises
industrializados estarem menos susceptiveis a infeccoes devido a vacinagoes,
uso de antibidticos e melhores condicdes sanitarias, foi criada a “Hipotese da
Higiene” (Strachan, 1989). Segundo esta hipbtese, as criancas ao nascerem
apresentam um padrao de resposta do tipo Th2 que vai sendo modificado pela
exposicdo a agentes indutores da resposta do tipo Th1 encontrados no
ambiente. Os individuos de paises industrializados apresentam uma expansao
da resposta Th2 e, consequentemente uma predisposicdo para doencas
alérgicas, por possuirem uma estimulagdo insatisfatéria da resposta do tipo
Th1, devido a reducao das infec¢des bacterianas e virais.

Uma outra hipbtese para explicar a baixa prevaléncia de atopia em
paises em desenvolvimento e em areas rurais seria a alta freqiéncia de

infeccbes parasitarias nestas regides. Estudos realizados por Lynch e
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colaboradores na Venezuela tém demonstrado que em drea endémica para A.
lumbricoides existe uma diminuicdo da reatividade aos testes cutdneos de
hipersensibilidade imediata, associado a elevados niveis de IgE total e baixos
de IgE especifica para aeroalérgenos (Lynch et al., 1993). Além disso, foi
constatado que o tratamento da populagdo estudada com anti-helmintico
resultou em aumento da positividade ao teste de alergia e da producéo de IgE
especifica para aeroalérgenos (Lynch et al., 1993).

Classificando a populagao infectada por geohelmintos de acordo com a
carga parasitaria, Lynch e colaboradores (Lynch et al., 1987a) demonstraram
que a baixa carga parasitaria estava associada a maior reatividade cutanea a
aeroalérgenos, enquanto que individuos com alta carga parasitaria
apresentavam menor reatividade cutanea, a despeito de elevados niveis de IgE
especifico para acaros. Outros autores em trabalhos mais recentes vém
demonstrando resultados semelhantes. Em estudo realizado no Gabéao,
localizado na Africa, apenas 11% das criancas em idade escolar reagiram aos
antigenos de acaro de poeira domiciliar no teste cuténeo de leitura imediata,
embora 32% apresentassem IgE especifica para os referidos acaros (van den
Biggelaar et al., 2000). Cooper e colaboradores, avaliando 2865 criancas em
idade escolar residentes em uma area endémica em geohelmintos no Equador,
demonstraram baixa positividade ao teste cutdaneo de hipersensibilidade
imediata para aeroalérgenos (Cooper et al., 2003).

Em estudo realizado no Brasil foi demonstrado que em individuos
residentes em area endémica para esquistossomose, a frequéncia de
positividade aos testes cutaneos de hipersensibilidade imediata com

aeroalérgenos foi significativamente menor nos individuos infectados com alta
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carga de S. mansoni, quando comparados com individuos nao infectados ou
com baixa carga parasitaria residentes na mesma regiao (Araujo et al., 2000).

A prevaléncia de doencas alérgicas entre individuos residentes em
areas endémicas em infecgdes por helmintos comparada com individuos de
area nao endémica € um assunto controverso, havendo uma tendéncia a uma
menor prevaléncia de asma entre os individuos com esquistossomose
(Catapani et al., 1997).

Um estudo realizado em populacdes de baixo nivel s6cio-econdmico
em trés localidades do Estado da Bahia (duas areas rurais, uma delas
endémica para esquistossomose e uma area urbana na periferia da cidade de
Salvador) demonstrou nao existir diferenca significativa na prevaléncia de asma
entre estas trés areas (Medeiros et al., 2003). Entretanto, a gravidade da asma,
avaliada por meio de parametros clinicos como uso de medicamentos anti-
asmaticos, necessidade de atendimento médico e através de exames fisicos,
foi menor nos individuos residentes em area endémica quando comparados
com asmaticos residentes em area rural e urbana ndo endémicas em
esquistossomose (Medeiros et al., 2003). Corroborando com estes dados, em
estudo realizado na area endémica no municipio do Conde - Bahia foi
demonstrado que individuos infectados pelo S. mansoni apresentavam formas
leves da asma e que apds o tratamento com anti-helmintico houve uma piora
nas manifestagdes clinicas da doencga (Almeida, 2004).

Existem algumas hipdteses para explicar a baixa frequéncia de
positividade aos testes alérgicos e a menor gravidade da asma em individuos
infectadas por helmintos, dentre elas a grande producéo de IgE policlonal que
inibiria a producao de IgE especifica ou competiria com esta pela ligacao nos

receptores dos mastécitos (Godfrey, 1975; Lynch et al., 1993; Lynch et al.,
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1987b; Merrett et al., 1976); altas concentracées da IgG4 antigeno-especifica
que poderia competir com a IgE pela ligacdo com o antigeno (Hussain et al.,
1992) e mecanismos regulatérios da resposta imune, a exemplo do
desenvolvimento de células regulatérias e da produgdo elevada da IL-10
(Araujo et al., 1996; King et al., 1996) e TGF-{ (Letterio, 1998).

A hipotese de que niveis elevados de IgE interferiria na positividade
aos testes cutdneos nado foi confirmada em trabalhos que mostraram maior
frequéncia de individuos produtores de IgE especifica para aeroalérgeno dentre
os respondedores a estes antigenos nos testes cutaneos de leitura imediata
(Lynch et al., 1993; Scrivener et al., 2001; van den Biggelaar et al., 2000). Além
disso, em estudo realizado por Araujo e colaboradores, ndo foi observado
diferenca significativa nos niveis de IgE total e especifica para D. pteronyssinus
entre individuos infectados pelo S. mansoni com baixa ou alta carga
parasitaria, que responderam diferentemente no teste cutdneo de
hipersensibilidade imediata, ou seja, no grupo de individuos infectados com alta
carga parasitaria, houve uma menor positividade aos testes cutaneos (Araujo et
al., 2000).

O aumento da producdo de IgG4 vem sendo apontado como um
possivel mecanismo envolvido na melhora clinica de pacientes atdpicos
durante imunoterapia especifica com alérgenos (Ebner et al., 1997; Platts-Mills
et al., 2001). Entretanto, em estudo recente realizado no Gab&o, a auséncia de
reatividade cutadnea para alérgenos em individuos parasitados por helmintos
nao foi associada com a elevagao nos niveis de IgG4 (van den Biggelaar et al.,
2000).

Alguns estudos recentes (Araujo et al., 2004; van den Biggelaar et al.,

2000) apontam para a possibilidade da IL-10, produzida em altos niveis por
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individuos infectados por helmintos, estar envolvida na modulacédo da resposta
inflamatéria na alergia. Outra possibilidade é a de que células regulatérias, por
meio da expressao de IL-10 e / ou TGF-f, ou ainda pela expressao do CTLA-4,
possa modular a resposta imune nos individuos atépicos infectados por
helmintos. A expressdo de outras moléculas co-estimulatérias, a exemplo de
B7.1 (CD80), B7.2 (CD86) e ligante de CD40 (CD40L) também podem
influenciar no estado de ativacao celular em modelos de infeccdo por helmintos

e interferir na resposta inflamatéria nas alergias (MacDonald et al., 2002).

IV.4 Ativagao celular na asma e na infeccao pelo S. mansoni

A ativacado das células T requer pelo menos dois sinais independentes. O
primeiro é dado pela ligagdo do complexo peptideo-complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) ao receptor de células T e o segundo por
um sinal co-estimulatério que é emitido pela ligacdo de moléculas B7 (B7.1 ou
B7.2), presentes nas células apresentadoras de antigenos, com 0s seus
receptores nas células T, a molécula CD28 (Bretscher, 1970) (Bretscher, 1970).
Em células T virgens, CD28 é o unico receptor para moléculas B7. Uma vez
que as células T estejam ativadas, elas passam a exibir um receptor adicional,
homélogo ao CD28, chamado CTLA-4 (CD152) (Walunas et al., 1994). Este se
liga as moléculas B7 com 20 vezes mais avidez, apesar de ser menos
abundante que o CD28, emitindo um sinal inibitério a célula T ativada, limitando
a quantidade de producdo do fator de crescimento de células T, a IL-2
(Mandelbrot et al.,, 1999). Assim, a ligacdo de CTLA-4 as moléculas B7 é
essencial para a limitagao de resposta proliferativa das células T ativadas. Isso

foi confirmado utilizando camundongos desprovidos do gene CTLA-4. Tais



30

camundongos desenvolvem uma doenca fatal caracterizada por massiva
proliferacao de linfécitos (Costello et al., 1998).

Alguns estudos tém demonstrado que CTLA-4 tem papel importante na
modulacdo da resposta inflamatéria envolvida na asma. O tratamento com
proteina de fusdo contendo o dominio extracelular do CTLA-4 e a porcéo Fc da
IgG1 humana (CTLA-4lg) em modelo murino de asma sensivel a ovoalbumina,
reduziu a producdo de IL-4 e IL-5 consideravelmente. Além disso, 0 uso de
anticorpo anti-B7.2 tem efeitos similares, sugerindo que a interagdo do CD28
com B7.2 é importante no desenvolvimento da resposta imune do tipo Th2
(Tsuyuki et al.,, 1997). Em humanos também tem sido demonstrada a
importancia das moléculas CD28, CTLA-4 e B7.2 na resposta imune.

Recentemente foi realizado um estudo in vitro para avaliar a influéncia
do antigeno soluvel de verme adulto de S. mansoni, Plll, na expressdo de
moléculas co-estimulatérias em individuos com esquistossomose crbnica. Este
antigeno previne a formacao de granuloma e estimula a producdo de IL-10
(Hirsch, 1996; Hirsch et al., 1997; Zouain et al.,, 2001). Neste estudo foi
observado que o antigeno PIIl é capaz de diminuir a expressdo de CD28 tanto
em células CD4" quanto em CD8"; aumentar a expressdo de CTLA-4 em
células CD8" e aumentar a expressdo de B7.2 em mondécitos. Estes resultados
sugerem que a interacao entre B7.2 e CTLA-4 pode ser responsavel pelo sinal
negativo na formacao do granuloma (Zouain et al., 2004).

Outras moléculas co-estimulatérias envolvidas na resposta imune na
esquistossomose e alergia incluem CD40 e CD40L. A sintese de IgE pelos
linfécitos B é dependente de dois sinais de ativacao celular. O primeiro deles é
fornecido por IL-4 e IL-13 e o segundo é gerado quando CD40L, que é

expresso na superficie de células T apos exposicdo antigénica, se liga ao
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CD40 que, por sua vez, é encontrado na superficie de linfécitos B ou outras
células apresentadoras de antigenos. Um estudo utilizando camundongos
deficientes para CD40 ou CD40L demonstrou que estas duas moléculas tém
importante participacdo na sintese de IgE, porém nao interferem na inducao da
eosinofilia broncopulmonar apds inalagao sucessiva de Aspergillus fumigatus
(Mehlhop et al., 2000). Adicionalmente, CD40 estd associado a aumento da
reatividade das vias aéreas na auséncia de estimulo antigénico, enquanto que
o CD40L é necessario para a inducao da hiperreatividade bronquica apés
estimulo antigénico (Mehlhop et al., 2000). Em modelos de camundongos
deficientes para o gene que codifica o CD40L, MacDonald e colaboradores
demonstraram que a interacdo CD40/CD40L é necessaria para o
desenvolvimento de uma resposta imune adequada durante a infeccéao pelo S.
mansoni, e que a auséncia do CD40L interfere na ativacado dos linfécitos B.
Estes, por sua vez, apresentam reduzido estado de ativacado demonstrado pela
baixa expressdo de MHC classe Il (MacDonald et al., 2002). Portanto, a
interacdo CD40-CD40L é importante para o desenvolvimento da resposta Th2
na esquistossomose e no modelo de asma parece estar envolvido com a

patogénese da doenca.

IV.5 Regulacao da resposta imune na asma e infeccao pelo S. mansoni
A IL-10, descrita inicialmente como fator de inibicAo da sintese de
citocinas (CSFI) por Fiorentino e colaboradores (Fiorentino et al., 1989), é
produzida principalmente por macréfagos e células Th2 CD4*. E uma citocina
com propriedade imunoregulatéria, e a despeito do seu papel modulador ser
predominantemente enfatizado na resposta do tipo Th1 (Del Prete et al., 1993;

Sher et al.,, 1991), esta citocina possui também capacidade de modular a
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resposta do tipo Th2 (Del Prete et al., 1993). Estudos conduzidos em éareas
endémicas em S. mansoni tém demonstrado que individuos
esquistossométicos cronicos produzem citocinas do tipo Th2, incluindo a IL-10,
e nao produzem, ou produzem em baixos niveis, IFN-y (Araujo et al., 1994; de
Jesus et al.,, 1993). Posteriormente foi demonstrado que a IL-10 regula a
producdo de IFN-y na esquistossomose humana, sendo observado que a
neutralizagdo da IL-10 in vitro com o uso do anticorpo monoclonal anti-IL-10
restaura a linfoproliferacdo e a producdo de IFN-y em pacientes
esquistossométicos (Araujo et al., 1996). Uma vez que a IL-10 pode promover
uma diminuicdo da liberacdo de histamina e de outros mediadores pelos
mastocitos (Royer et al., 2001) e que a resposta imune a antigenos de S.
mansoni leva a producdo de IL-10, é possivel que individuos residentes em
area endémica em esquistossomose, devido a estimulacdo crénica do sistema
imunolégico e desenvolvimento de mecanismos regulatérios, respondam
menos aos testes cutdneos de alergia e apresentem menos sintomas de asma.
Esta hipotese é reforcada por estudos de Biggelaar e colaboradores (van den
Biggelaar et al., 2000), que mostrou reducéo da reatividade cutanea aos testes
alérgicos com antigeno de D. pteronyssinus em criancas africanas infectadas
com S. haematobium e um aumento de IL-10 em sobrenadante de cultura de
células destes pacientes estimulados com antigenos do parasita.

Foi também demonstrado que células de asmaticos infectados pelo S.
mansoni quando estimuladas com antigeno de D. pteronyssinus in vitro
produzem niveis mais elevados de IL-10 e mais baixos de citocinas do tipo
Th2, a exemplo da IL-4 e IL-5, quando comparados com asmaticos nao
infectados (Araujo et al., 2004). Um outro estudo avaliou a relagdo entre atopia

e infeccdes por geohelmintos em escolares no Equador (Cooper et al., 2004).
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Os autores demonstraram que células de individuos atdpicos infectados por A.
lumbricoides produziam niveis mais baixos de citocinas do tipo Th2 (IL-4 e IL-
5), bem como menor liberacdo de histamina, quando estimuladas in vitro com
antigenos do parasita, comparado-se com atdpicos nao infectados (Cooper et
al., 2004). Neste trabalho, os autores sugerem que TGF-f e, principalmente, IL-
10 possam estar envolvidos na modulacdo da producéo de citocinas do tipo
Th2.

O TGF-B faz parte de um grupo de citocinas chamadas “superfamilia
do TGF-B”, que esta relacionada com a regulagdo do crescimento das células
epiteliais, além da regulacdo da diferenciacdo, mobilidade, organizacao e
apoptose destas células (Massague et al.,, 1992). O TGF- é uma proteina
extracelular expressa virtualmente em todos os tipos celulares (Sporn et al.,
1986), o que inclui macréfagos, células matadoras naturais (NK), além de
células T e B. Possui propriedades tanto pré- como anti-inflamatéria, a
depender da concentracdo e do ambiente (Wahl, 1994). Os estudos iniciais
avaliando o efeito do TGF-f na funcdo do linfécitos humanos revelaram que
esta citocina é capaz de inibir a proliferacao de linfocitos dependente de IL-2
(Kehrl et al., 1986). Tem sido demonstrado que o TGF-B1, uma das trés
isoformas do TGF-B encontradas em mamiferos, tem atividade inibitéria de
células inflamatérias como células T, células B, células dendriticas, mastécitos
e eosindfilos, além de modificar a funcao de células estruturais como células do
epitélio brénquico, fibroblastos e células do musculo liso dos brénquios (Hirst,
2000; Holgate, 2000; Wahl, 1992). Aléem disso, recentemente foi demonstrado
em modelos experimentais que o TGF-B é capaz de inibir a hiperreatividade e a

inflamacéao das vias aéreas (Hansen et al., 2000).
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Além dos mondécitos / macrofagos e das células Th2, que tém sido
descritos como fontes importantes da producao de IL-10 e TGF-B, outro grupo
de células descrito recentemente, as células T regulatérias, parece produzir
estas citocinas em altos niveis e participar da regulacdo da resposta imune
(Read, 2001). Estas células podem estar envolvidas na modulacao da resposta
imune pela infecgdo por S. mansoni, em modelos experimentais de alergia e
auto-imunidade.

As células T regulatérias sao originadas por duas formas distintas. Uma
delas surgem a partir do timo como um subtipo distinto de células T maduras
com funcdes definidas (Smith et al., 1997) e a outra a partir da diferenciacao
das células T virgens na periferia apés o contato com elevadas concentracoes
de antigeno (Akdis et al., 1998; Weiner, 1997; Yssel et al., 2001).

Ja foram descritos pelo menos 4 tipos principais de células TCD4" com
capacidade de regular a resposta imune. Sdo as células T auxiliares tipo 3
(Th3), células T regulatérias 1 (Tr1), células T matadoras naturais (TNK) e
células TCD4" expressando a molécula CD25 (CD4"CD25") (Akbari et al.,
2003).

As células Th3 foram descritas inicialmente pelo grupo de Weiner e
colaboradores (Chen et al., 1994). Elas podem ser induzidas por antigenos
orais nos linfonodos mesentéricos e produzem altos niveis de TGF- e
quantidades variaveis de IL-4 e IL-10. Estas células sdo capazes de inibir o
desenvolvimento de encefalomielite autoimune experimental, sugerindo que
sao capazes de inibir o efeito patogénico de células T autoreativas (Chen et al.,
1994).

Roncarolo e colaboradores (Groux et al., 1997) demonstraram que a

ativagdo crbénica das ceélulas TCD4+ humanas ou de camundongos, na



35

presenca de IL-10 leva a aumento da proporcao de células Tr1. Este subtipo
especifico de células regulatérias tem baixa capacidade proliferativa e produz
altos niveis de IL-10, baixos de IL-2 e nao produz IL-4 (Groux et al., 1997). Tem
sido demonstrado que estas células regulam a resposta imune antigeno
especifica e inibe a funcdo de células T autoreativas e células Th2 in vivo
(Cottrez et al., 2000; Katagiri et al., 2002).

As células TNK compreendem uma populacdo de células T que
expressam em sua superficie marcadores caracteristicos tanto de células NK
quanto de células T e tem sido demonstrado que estas células possuem
potente atividade regulatéria em doencas autoimunes (Wilson, 2003). As
células TNK podem expressar tanto a molécula CD4 quanto ser duplamente
negativa, dependendo da IL-5 para sua sobrevivéncia (Matsuda et al., 2002).
Elas possuem um repertério restrito de receptor de células T, apresentando a
cadeia invariavel Vo24-Jo15 em humanos, os quais reconhecem antigenos
glicolipidicos que sado apresentados por moléculas de MHC classe | nao
polimérfica como a proteina CD1 (Brossay et al., 1998).

As células TCD4'CD25" foram descritas por Sakaguchi e
colaboradores (Sakaguchi et al., 1995) como uma pequena fragdo das células
TCD4" (aproximadamente 10%) Ha evidéncias de que células TCD4"'CD25"
sao células imunoregulatérias capazes de prevenir doengas autoimunes 6rgao-
especificas (Sakaguchi et al., 1995) e atopia (Lafaille, 2002). Apoiando esta
teoria, individuos com auséncia de células TCD25" (sindrome XLAAD/IPEX)
desenvolvem alergia alimentar e eczema severo, além de altos niveis de IgE e
eosinofilia (Umetsu et al., 2003).

Existe discrepancia nos resultados dos varios trabalhos que estudam

as células TCD4*CD25" em relagao ao perfil de citocinas produzido. Alguns
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estudos demonstram que estas células nao proliferam e ndo secretam qualquer
citocina apds estimulo in vitro (Groux, 2001), enquanto outros tém relatado que
as células TCD4*CD25" transcrevem IL-4, IL-10 e TGF- mais ativamente do
que as células TCD4"CD25 (Takahashi et al., 1998).

Ainda ndo esta muito claro se este subtipo celular promove a
modulacdo da resposta imune pelo contato direto célula-célula, num processo
dependente da sinalizacéo via CTLA-4 e / ou com secrecao de TGF-B (Umetsu
et al., 2003) ou num processo independente do contato celular, por meio de
fatores soluveis como a IL-10 (Dieckmann et al., 2002) e / ou TGF-  (Jonuleit
et al., 2002).

O estudo das células regulatérias CD4"CD25" esta sendo facilitado
pelos novos marcadores que tém sido identificados, a exemplo do receptor de
TNF induzido por glucocorticéide (GITR) (Shimizu et al., 2002) e o Foxp3, um
fator de transcrigcdo especifico de células T regulatérias CD4*CD25" (Hori et al.,

2003).
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V. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

V.1- Local do estudo
Este estudo foi desenvolvido em Agua Preta distrito pertencente ao
municipio de Gandu, Bahia, localizado no Litoral Sul, a 280 km de Salvador
(Figura 5). O povoado de Agua Preta compreende uma comunidade residente
na vila principal e moradores de fazendas da vizinhanga, totalizando cerca de

500 habitantes.

Figura 5. Localizacdo do municipio de Gandu - Bahia. Fonte: Wikipédia, 2010
As condicbes sanitarias da regiao sao precarias, colocando o0s

moradores sob alto risco de infeccbes parasitarias. Nao existe saneamento
basico, a agua fornecida na cidade é proveniente de uma estacao de agua da
prépria regidao sem tratamento adequado para consumo humano, A populacao
usa o rio para lavagem de roupas, utensilios domésticos e para o banho, sendo
assim um local propicio para a transmissdao da esquistossomose. Nao ha
sistema de esgotamento sanitario e o destino dos dejetos € feito em céu aberto

ou em fossas artesanais.
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A principal fonte de renda da populacdo é a agricultura cacaueira. O
acesso da populacao aos servigcos de saude é dificil e existem apenas relatos
de tratamentos prévios esporadicos com anti-helminticos. A analise
coproparasitolégica mostrou que cerca de 60% da populagdo do povoado de
Agua Preta esta infectada pelo S. mansoni e este parasito constitui o helminto
mais frequente nessa populagcédo, seguido pelos parasitos Trichuris trichiura,
Ascaris lumbricoides, Ancilostomideos e Strongyloides stercoralis cujas
frequéncias foram, respectivamente, 43,4%, 37,4%, 33,7% e 3,5%.

Outros helmintos como o Enterobius vermicularis, Trichostrongylus spp
e Hymenolepis nana apresentaram frequéncias menores que 1,0%. Com
relacdo aos protozodrios intestinais, péde-se observar que a Entamoeba coli,
Endolimax nana, Entamoeba histolytica /| Entamoeba dispar, lodamoeba
butschlii e Giardia intestinalis foram os mais prevalentes, com frequéncias
respectivas de 39,5%, 32,0%, 6,3%, 5,4% e 4,5% (Souza, 2010).

Agua Preta, conta com um posto de salide e agentes de satde que
colaboraram na execugao do trabalho de pesquisa pela equipe do SIM da
Universidade Federal da Bahia. Médicos alergistas que fazem parte do trabalho
fizeram a avaliagao clinica, prova de funcéo pulmonar e testes cutidneos nos
asmaticos da regido. A Radiografia do térax (Raios-X) foi realizado em uma

clinica para diagnéstico no municipio de Gandu-BA.

V.2- Desenho do estudo
Este trabalho é parte do estudo “Efeito do tratamento da
esquistossomose sobre as manifestacées clinicas e resposta imune da asma”

que vem sendo realizado por pesquisadores do SIM-UFBA em Agua Preta.
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Trate-se de um estudo que foi parte de um estudo randomizado, duplo
cego, controlado com placebo, com dois grupos de asmaticos infectados pelo
S. mansoni pareados por faixa etaria (5 anos a 50 anos), onde foram avaliados
os efeitos do tratamento anti-helmintico na gravidade da asma, avaliados
segundo critérios clinicos e prova de funcdo pulmonar e também sobre a
celularidade do escarro induzido. Todos os individuos incluidos neste estudo
foram diagnosticados por um pneumologista/alergista previamente como
portadores de asma, em um inquérito epidemioldgico feito para o estudo
supracitado realizado na area endémica de Agua Preta, municipio de Gandu-
Bahia. Adicionalmente, foi comparado a celularidade do escarro dos pacientes
residentes na area endémica em esquistossomose com pacientes asmaticos
nao infectados pelo S. mansoni atendidos no ambulatério de alergia Hospital
Professor Edgard Santos da Universidade Federal da Bahia.

Um questionario padronizado (“International Study of Asthma and
Allergy and Childhood”- ISAAC, (ANEXO I) (Asher, 1998) com questbes
basicas, abrangendo nivel socioeconémico, existéncia de historia pessoal de
asma bronquica nos ultimos 12 meses, presenca de rinite alérgica, histéria
familiar de atopia, patologias concomitantes, condicbes de habitacdo foi
aplicado em amostra populacional do distrito de Agua Preta. Todos os
individuos com diagnéstico de asma foram admitidos no estudo por ordem de
atendimento ao recrutamento. Eles foram randomicamente divididos em dois
grupos utilizando-se um programa de computador Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) versao 9.0.Um grupo foi tratado inicialmente com anti-
helminticos - Albendazol e Praziquantel (GRUPO Il) e outro grupo foi tratado

com placebo (GRUPO I). Ap6s 90 dias, o Grupo |, que recebeu placebo foi
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tratado com anti-helminticos - Albendazol e Praziquantel (conforme fluxograma
do Estudo).

No momento da inclusdo no estudo, os pacientes responderam a um
questionario para avaliacdo da gravidade de asma (ANEXO Ill) e foram
submetidos a um exame fisico como parte da determinacdo do escore de
gravidade da doenca (Medeiros et al., 2003), além de RX de térax, espirometria
e testes cutaneos para aeroalérgenos. Os pacientes do Grupo | foram tratados
com placebo, enquanto os pacientes do Grupo |l foram tratados com anti-
helminticos e os dois grupos foram reavaliados clinicamente durante todas as
visitas do estudo (D0, D7,D60 e D90). O Raio X de térax foi feito no DO e no D7
e as espirometrias foram realizadas em todas as visitas onde foram realizados
escarro induzido (D0, D7,D60 e D90) . Apds 90 dias do primeiro tratamento o
grupo foi tratado novamente com anti-helminticos. Os individuos dos dois
grupos foram re-avaliados quanto a gravidade da asma (escore de gravidade e
espirometria) nos dias: D7, D60 e D90 apds o tratamento (fluxograma do

estudo).
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FLUXOGRAMA DO ESTUDO

Individuos infectados pelo S. mansoni e com asma
leve/moderada (ISAAC) 5-50 anos, ambos os

géneros - residente na area endémica

l Avaliacdo pré-tratamento

alergia
- Rx de térax,

- Avaliacdo clinica e questiondrio de gravidade (Escore), espirometria, Teste de

- Randomizacdo para defini¢do dos dois grupos (randomizagdo estratificada por
faixa etdria — 5-19 e 20 a 50 anos). - Duplo cego, controlada com placebo.

+D0

Tratamento
Grupo I (n=20) Grupo IT (n=25)
Placebo Albendazol

Escarro Induzido
Espirometria
Questiondrio de gravidade da asma e avaliagdo clinica (Escore)

¢D7

Tratamento

Grupo I (n=20) Grupo II (n=25)
Placebo Praziquantel

v D4

- Escarro Induzido D7, D60 e D90

- Espirometria - D7, D60 e D90

- Avaliacdo clinica e questiondrio de gravidade (Escore)
-Rx-D7eDl14

v D

Tratamento
Grupo I Grupo II
Albendazol Albendazol
Avaliacdo clinica e questiondrio de gravidade (Escore) no
D7e Dl14.

l D100
Tratamento
Grupo I Grupo I1
Prazinquantel Praziquantel

Avaliacdo clinica e questiondrio de gravidade (Escore)

Desfecho Principal: eosinofilia do escarro induzido.

Outros desfechos: medidas da gravidade da asma por meio de espirometria e escore de gravidade.
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V.3- Critérios de inclusao e exclusao

V.3.1.

V.3.2.

Critérios de inclusao:

a) individuos com asma leve a moderada;

b) idade entre 5 a 50 anos;

c) residir em &rea endémica em esquistossomose de Agua
Preta- BA para compor o grupo de estudo.

d) individuos com diagnostico de asma leve/ moderada para
atendidos no ambulatério de alergia do HUPES-UFBA para

compor o grupo controle.

Critérios de exclusao. Nao foram admitidos no estudo:

a) individuos com idade inferior a 5 anos, pela dificuldade em
fazer o exame de espirometria e superior a 50 anos por estarem
numa faixa etaria onde ja pode ocorrer doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC);

b) individuos que tenham feito uso de anti-histaminicos nas
ultimas 72 horas, bem como de corticosterbides e anti-
leucotrienos nos ultimos 30 dias, pela possibilidade de interferir
nos resultados dos testes de alergia.

c) mulheres gestantes, pela possibilidade de interferéncia com
os resultados da avaliacao da resposta imune;

d) aqueles que apresentem alguma condicdo que nao permita
estrita colaboragédo na realizacdo dos exames;

e) individuos com asma grave;
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f) individuos com a forma hepato-esplénica da esquistossomose.
Essas condicbes reconhecidamente alteram a resposta
imunolégica,

g) individuos nos quais ndo se conseguiu amostras adequadas

do escarro induzido.

V.4. Calculo do tamanho amostral

Este estudo foi desenhado para um tamanho amostral de 40
individuos, de acordo com o calculo do tamanho amostral que tomou por base
um estudo piloto prévio que demonstrou piora da gravidade da asma em 45%
dos individuos apés o tratamento imediato das helmintiases (Araujo et al.,
2004). Para uma diferenca de 45% na freqiiéncia de escore de gravidade da
asma >1 entre pré e pés-tratamento com anti-helminticos, o nimero minimo de
pacientes por grupo deveria ser 18, considerando o IC de 95% e um poder de
80%.

Foram incluidos no presente estudo todos os 45 individuos que
referiram sintomas de asma, em questionarios aplicados nas visitas a area
endémica em esquistossomose e com parasitolégico de fezes positivo para S.
mansoni no povoado de Agua Preta, municipio de Gandu-Ba e que
preencheram todos os critérios de incluséo.

No escarro induzido, avaliou-se as células inflamatérias: eosindfilos,
neutrofilos, macréfagos e as células mononucleares, sendo estas avaliacdes
realizadas no periodo considerado basal ou anterior ao tratamento, e
acompanhadas 7 dias (D7), 60 dias (D60) e 90 dias (D90) apés o tratamento.
Desta forma, foram considerados os perfis de contagem global e diferencial

encontrado no escarro dos pacientes durante os periodos mencionados.
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V.5. Avaliagédo da gravidade da asma
A avaliagdo da gravidade da asma foi realizada utilizando-se o
questionario para avaliacdo de gravidade de asma (ANEXO Il) e dados do
exame fisico (Medeiros et al., 2003).0 escore de gravidade de asma varia de 0

a 2, sendo este ultimo referente a asma mais grave. Foram considerados:

Escore
Critérios
de gravidade
tosse e/ou sibilos

Exame fisico normal . .
e/ou dispnéia.
Crises de asma nenhuma se tratamento emergéncia ou
domiciliar hospital
corticosterdide
Uso de .
nenhum Broncodilatadores oralou

medicamentos
parenteral.

Figura 6. Escore de gravidade da asma

V.6. Avaliagdo complementar nos individuos do estudo

V.6.1. Testes alérgicos

Os testes alérgicos foram realizados pela técnica de puntura,
utilizando-se os antigenos Dermatophagoides pteronyssinus, D. farinae, Blomia
troplicalis, Periplaneta americana e Blatella germanica (IPI-ASAC, Madrid,
Espanha). As leituras dos testes foram realizadas ap6s 20 minutos. Os
resultados dos testes foram avaliados em mm e considerados positivos aqueles
onde o didmetro da papula obtido foi = 3mm para um ou mais alérgeno.

(ANEXO IlI). (Medeiros et al., 2004).
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V.6.2. Provas de funcéo pulmonar

Foram realizados testes para avaliacdo de funcado pulmonar basal e
avaliado se o individuo preenchia os critérios para a realizacdo do escarro
induzido. Se o VEF1 (fluxo expiratério forcado no primeiro segundo) estivesse
acima de 60% do valor predito, imediatamente ap6s uso de 200mcg de
broncodilatador (Aerolin®Spray 100 mcg) dois “puffs” por via oral, o escarro era
induzido para obtencdo da amostra. Ao término da coleta, o teste da funcéo
pulmonar foi repetido. Para a realizacdo da prova de funcdo pulmonar foi
utilizado um espirdbmetro computadorizado, da marca Koko com
broncoprovocacdo, com valores basais preditivos da populacdo brasileira
(Pereira, 1996). Os valores pré e pos-broncodilatador foram comparados para
avaliar se 0 paciente estava com sua capacidade pulmonar normal em relacédo

ao inicio da provocacao com a solucao salina.

V.6.3. Radiografia do térax
Os raios-X de térax foram realizados em todos os pacientes em uma
clinica de exames por imagem localizada no municipio de Gandu, préximo a

area endémica.

V.6.4. Exame parasitologico de fezes
Foram avaliadas 3 amostras de fezes através da técnica da
sedimentacdo espontdnea e de Kato-Katz (Katz et al., 1970), para a

determinacao da carga parasitaria dos helmintos.
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V.7. Indugéo e coleta do escarro

Os pacientes foram orientados logo apos a realizacao da espirometria
basal (pré-BD) a fazer uso dos dois “puffs” de broncodilatador (Aerolin 200mcg)
e, imediatamente a inalar a solucéao salina (4,5%) por 15 minutos via oral. A
nebulizacdo foi feita com nebulizador Inalar compact ®, com taxa de
nebulizagcdo de 0,15-0,25ml/min. Com as narinas livres eles deveriam respirar
normalmente. Foram incentivados a tossir e escarrar em um pote. Os pacientes
com VEF1 < 60% foram orientados a tossir em um pote estéril de polipropileno,
sendo feita uma coleta espontanea.

A coleta do escarro induzido foi baseada na técnica de Pizzichini
(Efthimiadis et al., 1997) modificada para o nebulizador utilizado e a confecgéo

das laminas para contagem diferencial.

V.7.1. Avaliagéo do escarro induzido

Todos os individuos foram submetidos a uma espirometria para
avaliacdo do VEF1. Pacientes com VEF1 = 60%, foram submetidos a indugao
do escarro, enquanto aqueles individuos com VEF1 < 60% foi solicitada uma
amostra espontanea. O escarro foi obtido através de uma nebulizagdo com
solucdo salina a 4,5% por 15min e colocados em coletores, armazenado em
isopor com gelo para o processamento (até 4) horas apds a coleta (Cai et al.,
1998; Drews et al., 2006).

As amostras foram centrifugadas por dez minutos a 3000rpm,
desprezou-se 0 sobrenadante e acrescentou-se a mesma quantidade de
cisteina 1/1 ao precipitado. Homogeneizou-se a amostra até a quebra total do
muco e centrifugou-se por mais 10 min. Apés a 22 centrifugacdo desprezou-se

0 sobrenadante, homogeneizando o precipitado pipetando 10ul e fez-se a
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contagem global em cadmera de Neubauer. O precipitado também foi utilizado
para a confec¢do do esfregaco, onde colocou-se 20ul do precipitado em uma
lamina com a identificacao do paciente e data da coleta.

O material foi espalhado na lamina e esta foi reservada, até sua
secagem total, apdés 24h, corado pelo método de Wright para posterior
contagem diferencial das células.

A contagem diferencial foi feita de acordo com as caracteristicas
especificas de cada célula, sendo feita um contagem de 200 a 400 células
inflamatérias (macréfagos, eosinofilos, neutréfilos e células mononucleares). O
ponto de corte utilizado para eosinéfilos foi 2,5% (Palomino et al., 2005) devido
a populacdo em estudo ser formada em sua maioria por criancas e

adolescentes. Para os neutrofilos, 65%(Efthimiadis et al., 1997).

VI. ANALISES ESTATISTICAS

O presente estudo caracterizou dois grupos de pacientes provenientes
de Gandu-Ba e outro grupo do Ambulatério — HUPES. Os pacientes de Gandu-
Ba foram avaliados durante 90 dias quanto a celularidade, onde tratou-se dois
grupos de pacientes, os que fizeram uso de placebo os que fizerem uso do
praziquantel.

A amostra foi composta por 30 individuos, onde 8 (26,7%) foram
provenientes do ambulatério — HUPES-Ba e 22 (73,3%) individuos de Gandu-
Ba. Para os 22 pacientes de Gandu-Ba consideraram-se 12 (54,5%) individuos
que utilizaram o placebo e os outros 10 (46,5%) fizeram uso do praziquantel.

Foi utilizado o teste estatistico qui-quadrado de associagdo entre as

variaveis para comparar 0s grupos em caracterizacdes dicotdmicas. Realizou-
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se também o teste ndo paramétrico de comparacao entre medianas para as
contagens percentuais encontradas no escarro dos pacientes.

Os dados foram digitalizados no software Excel e analisados através
do SPSS®. Os graficos e tabelas foram construidos através do software Excel
e as analises estatisticas foram provenientes do software estatistico SPSS®
Versao 11.0. Os dados referentes a amostra da populacao estdo apresentados
através de medianas, desvios-interquartilicos para variaveis quantitativas, e
através de porcentagens para variaveis qualitativas. Em todos os testes foram
avaliados as diferencas entre o0s desfechos, sendo considerados

estatisticamente significantes valores de “p” inferiores ao nivel de significancia

preestabelecidos em 5%.

VIl. CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo € uma parte do projeto “Avaliacdo da gravidade da
asma e da resposta imune a antigenos de Schistosoma mansoni em individuos
asmaticos residentes em area endémicas em esquistossomose” coordenado
pela Dra. Maria llma Aratjo. Foi aprovado pelo do Comité de Etica em
Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira, Universidade Federal da Bahia
(Parecer/Resolucao No. 042/2009 (ANEXO V). Os participantes do estudo
foram voluntarios que, apds esclarecimentos sobre o objetivo desta pesquisa,
assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO V). No caso
de menores, este foi assinado por um dos responsaveis.

Os individuos avaliados neste estudo foram atendidos gratuitamente,
tratados para esquistossomose e orientados quanto as medidas de prevencao

e tratamento adequado para asma.
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VIil. RESULTADOS

VIIl.1 Caracteristicas demograficas dos individuos participantes do

estudo. Asmaticos nao infectados e infectados pelo S. mansoni

As caracteristicas demogréaficas dos grupos dos pacientes asmaticos
residentes na area endémica de Agua Preta, Gandu e dos asmaticos atendidos

no ambulatério de alergia do UPES-UFBA estao mostrados na tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas dos pacientes asmaticos infectados pelo S.mansoni e
dos pacientes asmaticos nao infectados.

Asmaticos nio

Caracterizagao Asmaticos infectados infectados*(n = 8) p-valor**
(n=22)
n % n %o
Género 0,227
Masculino 8 36,4 5 62,5
Feminino 14 63,6 3 37,5
Faixa etaria 0,165
5a 19 anos 15 68,2 4 50,0
20 a 50 anos 7 31,8 4 50,0

* Ambulatdrio Magalhdes Neto (HUPES)
Salvador, Bahia

** Teste de associagao entre variaveis

Nao houve diferenca significativa quando comparados os géneros e
faixa etaria entre o0s asmaticos residentes na éarea endémica em
esquistossomose (p= 0,227) e asmaticos ndo infectados (p= 0,165) indicando

que os dois grupos sao homogéneas como descrito na tabela 1.

VIIl.2 Caracteristicas demogréficas e carga parasitaria de S. mansoni
dos individuos asmaticos infectados pelo S. mansoni.

As caracteristicas demogréaficas dos participantes do estudo estao
demonstradas na tabela 2, o género feminino foi predominante, ocorrendo em

14 pacientes (63,6%), e 0 masculino em 36,4% dos individuos. Avaliando o
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grupo por faixa etaria observamos que 15 pacientes eram formados por
criancas (68,2%) e adolescentes, havendo 7 adultos (31,8%). Feito o teste de
associagao entre as variaveis para o género (p=0,234) e faixa etaria (p=0,167)
entre 0s grupos placebo (n=12; 54,5%) e o grupo praziquantel (n=10; 44,5%)
nao foi encontrado diferenca, o que indica que a os grupos sdo homogéneos e
estdo bem distribuidos na populacao estudada.

A carga parasitaria teve uma mediana de 84 para o grupo com os 22
individuos estudados. Quando avaliados separadamente 0s grupos 0 que usou
placebo apresentou mediana de 56£108,5 e o grupo praziquantel apresentou
mediana de 96+48. O grupo que usou O praziquantel apresentou carga

parasitaria mais elevada.

Tabela 2 - Caracterizagdo demografica e carga parasitaria dos pacientes asmaticos infectados
pelo S.mansoni, residentes em Agua Preta Gandu-Ba.

Asmaticos infectados

Caracterizagdo Placebo Praziquantel p-valor*
(n=12;54,5%) (n=10;44,5%)
n % n %
Género 0,234
Masculino 4 33,3 4 40,0
Feminino 8 66,7 6 60,0
Faixa etaria 0,167
6al7anos 8 66,7 7 70,0
18 a 50 anos 4 33,3 3 30,0
Carga Parasitaria S. mansoni 0,637
Mediana*** 56 96
Desvio** 108,5 48,0

* Teste Qui-quadrado de associagdo entre varidveis (placebo e praziquantel).
** Desvio-interquartilico (Q3 - Q1)/2.
*** teste ndo-paramétrico de comparagdo entre medianas



51

VIII.3 Testes alérgicos

Tabela 3 - Distribuicdo da positividade dos testes alérgicos dos participantes do estudo
asmaticos infectados e ndo infectados pelo S.mansoni.

Asmaticos Asmdticos ndo
Teste alérgico infectados infectados p-valor*
n % n %
Teste alérgico 0,223
Positivo 11 50,0 4 80,0
Negativo 11 50,0 1 20,0

* Teste de comparagdo entre grupos independentes asmaticos infectados e ndo infectados.

A positividade para os testes alérgicos foi elevada para o grupo de
asmaticos nao infectados pelo S. mansoni (80%). Os asmaticos com infecgcao
apresentaram 50%, ndo havendo, entretanto diferenca significante os grupos

(tabela 3).

VIIl.4 Avaliacdo do escore de gravidade de asma nos pacientes da
area endémica em esquistossomose.

Os escores de gravidade de asma estdo representados no grafico 1
onde se percebe, que os individuos apresentam 83,3% e 80% de escore (0) no
basal (pré-tratamento) e 16,7% e 20% de escore dois (2) nos grupos placebo e
praziguantel respectivamente. No D7, sete dias apds o tratamento com o
praziguantel, houve uma mudanca nestes perfis onde o escore (1) foi mais
representativo com 22,2% no grupo placebo e 25% no grupo praziquantel
indicando uma reducao dos sintomas nos dois grupos. Sessenta dias apds o
tratamento, houve uma queda nos escores (1) € no escore (2) no grupo
placebo, enquanto que o grupo praziquantel apresentou um acréscimo dos
mesmos indicando uma piora dos sintomas. No D90 os dois grupos
apresentaram um aumento do escore (2) 37,5% e 33,3%, sendo semelhante o

padrao entre eles.
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Grafico 1: Perfil dos escores de gravidade da asma* nos dois grupos de pacientes asmaticos
infectados pelo S.mansoni, Gandu-Ba,

100% -+
83 -
67 200 L[ 83
80% | 22,2 Escore 1
60% Escore 0

28,6

40% 1 83,3 80,0 83,3
66,7 2Ly 62,5 66,7
20% 42,9
0%
Placebo Praziquantel Placebo Praziquantel Placebo Praziquantel Placebo Praziquantel
Basal 7 Dias 60 Dias 90 Dias

*Escore com base no questionario desenvolvido por Medeiros, 2003

VII1.5 Escore de gravidade de asma e eosindfilia no escarro induzido.

Grafico 2: Comparagao dos perfis dos escores de gravidade da asma nos periodo basal e com
90 dias em relacéo a eosinofilia no escarro induzido nos infectados pelo S.mansoni.
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Quando avaliado o numero de eosindéfilos em relagdo a gravidade da
asma, observou-se que o percentual de eosindfilos no DO dos individuos do
grupo placebo com escore zero ndo diferencio-se significativamente para os
que apresentaram escore 2. O mesmo ocorreu para O grupo que usou
praziquantel. Esta comparagdo foi também realizada no D90, ndo havendo
diferenga no percentual mediano de eosindfilos nos grupos placebo e

praziquantel quando comparados o escore zero e dois (Grafico 2).
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As células encontradas na contagem diferencial das laminas de escarro

induzido das amostras estudada foram: eosindfilos, neutréfilos, macréfagos e

células mononucleares como mostrado na tabela 4.

Tabela 4 - Contagem diferencial de células do escarro induzido nos pacientes asmaticos
infectados pelo S.mansoni.

Células Inflamatorias / Placebo Praziquantel
acompanhamento (n=12) p-valor™*
Mediana(%) Desvio*  Mediana(%) Desvio*

Eosindfilos

Basal 1,4 0,63 0,5 0,63 0,0848

7 dias 2,5 1,25 2,0 0,88 0,4970

60 dias 4,0 3,75 2,8 1,50 09212

90 dias 4,1 2,88 3,0 1,63 0,4970
Neutrofilos

Basal 49,3 10,74 36,4 21,50 0,0485

7 dias 39,9 19,19 42,3 15,38 09212

60 dias 33,8 8,38 39,9 9,10 0,6303

90 dias 41,6 12,06 54,5 21,63 0,0848
Macroéfagos

Basal 49,6 10,08 61,9 21,50 0,0485

7 dias 57,4 18,06 54,5 17,63 1,0000

60 dias 60,5 7,75 58,1 13,55 0,4970

90 dias 53,6 10,13 40,5 22,25 0,0485
Células Mononucleares

Basal 0,4 0,44 1,4 1,50 0,4970

7 dias 0,6 031 0,5 0,38 0,7758

60 dias 0,3 0,50 0,0 0,00 0,1333

90 dias 0,0 0,06 0,5 0,25 0,0242

* Desvio-interquartilico (Q3 - Q1)/2

** Teste ndo paramétrico de comparagdo entre as medianas de grupos independentes.

A mediana da frequéncia dos eosindfilos foram de: 1,4% no basal,

2,5% com 7 dias, 4,0% com 60 dias e 4,1% com 90 dias ap6s o tratamento

com placebo e 0,5% no basal, 2,0% com 7 dias 2,8% com 60 dias e 3,0% apo6s

o tratamento com praziquantel. O escarro induzido do grupo que foi tratado

com placebo apresentou-se portanto asma eosinofilica nos D60 e D90,

assumindo que a asma é considerada eosinofilica a partir de 2,5% de

eosindfilos (Palomino et al., 2005) (Belda et al., 2000; Lee, 2003; Palomino et
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al., 2005). No grupo tratado com praziquantel também houve um aumento de
eosinodfilos, apresentando escarro eosinofilico no D60 e D90. Os grupos se
mantiveram semelhantes durante o segmento do estudo. Foi observado que
houve um aumento da freqtiéncia de eosinofilos com o tempo de segmento,
entretanto ndo houve diferenca significativa (p=0,0848), entre os grupos
(Gréfico 3).

Gréfico 3 - Frequéncia de eosindfilos no escarro induzido nos pacientes asmaticos infectados
pelo S.mansoni.
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A mediana da frequéncia dos neutréfilos foram de: 49,3 % no basal,
39,9 % com 7 dias, 33,8% com 60 dias e 41,6%, com 90 dias apds o
tratamento com placebo e 36,4% no basal, 42,3% com 7 dias 39,9% com 60
dias e 54,5% apo6s o tratamento para grupo praziquantel. A populagao
estudada ndo apresentou escarro neutrofilico. O escarro é considerado
neutrofilico a partir 265% de neutréfilos (Belda et al., 2000; Lee, 2003). Nao
houve diferenca significante (p>0,05) entre os grupos nos diferentes tempos

avaliados conforme observamos no grafico 4.
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Gréfico 4 - Freqiéncia de neutréfilos no escarro induzido em pacientes asmaticos infectados
pelo S.mansoni.
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Os macrofagos foram as células predominantes do escarro com
frequéncia mediana de: 49,6 % no basal, 57,4 % com 7 dias 60,5% com 60
dias e 53,6% com 90 dias ap6s o tratamento com placebo e 61,9% no basal,
54,5% com 7 dias 58,1% com 60 dias e 40,5% ap0ds o tratamento para grupo
praziquantel Figura 5. Assim como os neutréfilos, o aumento dessas células

pode estar relacionado com os poluentes atmosféricos ou com infeccao (Lee,

2003).
Gréfico 5 - Frequéncia de macréfagos no escarro induzido pacientes asmaticos infectados pelo
S.mansoni.
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A mediana da frequéncia das células mononucleares foram de: 0,4 %
no basal, 0,6 % com 7 dias, 0,3% com 60 dias e 0% com 90 dias apo6s o
tratamento com placebo e 1,4% no basal, 0,5% com 7 dias 00% com 60 dias e
0,5% apbds o tratamento para grupo praziquantel, valores considerados normais
(Gréfico 6).

Gréfico 6 - Frequéncia de células mononucleares no escarro induzido pacientes asmaticos
infectados pelo S.mansoni.
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Quando comparamos as frequéncias medianas entre 0s grupos
placebo e praziquantel ndo foram encontrados diferencas significativas entre os
mesmos.

A andlise da celularidade do escarro induzido nos grupos placebo e
praziquantel mostrou aumento significativo de eosinéfilos no grupo placebo nos
D7, D60 e D90 quando comparados ao basal. O grupo praziquantel so6
apresentou diferenca significante no D60 como representado na Tabela 5. Para
as outras células nao houve diferenca significante a excecdo de células

mononucleares do basal para o D7 (p=0,0348).
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Tabela 5 - Celularidade do escarro induzido dos pacientes asmaticos infectados pelo
S.mansoni, em rela¢do ao basal nos diferentes periodos avaliados .

Diferengas das medianas — Asmaticos infectados
Células Inflamatdrias /

acompanhamento Placebo Praziquantel
(n=12;  p-valor* Can o p-valor*
54,5% ) (n=10; 44,5% )
Eosindfilos
Basal - 7 dias 1,1 0,0541 1,5 0,1373
Basal - 60 dias 2,6 0,0217 2,3 0,0422
Basal - 90 dias 2,8 0,0172 2,5 0,1763
Neutréfilos
Basal - 7 dias -9,4 0,3882 5,9 0,2135
Basal - 60 dias -15,5 0,1195 3,5 0,2489
Basal - 90 dias -7,6 0,0929 18,1 0,3980
Macroéfagos
Basal - 7 dias 7,8 0,8139 -7,4 0,2135
Basal - 60 dias 10,9 0,2132 -3,8 0,2489
Basal - 90 dias 4,0 0,1614 -21,4 0,3980
Células Mononucleares
Basal - 7 dias 0,3 0,3853 -0,9 0,0348
Basal - 60 dias -0,1 0,9592 -1,4 0,0679
Basal - 90 dias -0,4 0,0782 -0,9 0,1282

* Teste ndo paramétrico de Wilcoxon para amostras pareadas.
O Numero Total de Células foi também avaliado entre os asmaticos
infectados (placebo e praziquantel), e esta representado na Tabela 6.
Tabela 6 - Andlise do numero total de células (NTC) do escarro induzido dos pacientes

asmaticos infectados pelo S.mansoni.
Asmaticos Infectados

. . 4 Placebo Praziquantel *
Numero Total de Células (X107) (n=12; 545%) (n = 10; 44,5% ) p-valor
Mediana Desvio* Mediana Desvio*
Basal 21,50 9,25 32,50 22,50 0,6699
7 dias 108,50 51,50 52,00 45,00 0,1984
60 dias 39,50 39,25 157,00 108,00 0,6699
90 dias 106,00 32,50 146,00 97,25 0,9999
Diferencas Mediana  p-valor Mediana  p-valor
BASAL - 7 DIAS 87,00 0,023 19,50 0,202
BASAL - 60 DIAS 18,00 0,071 124,50 0,139
BASAL - 90 DIAS 84,50 0,018 113,50 0,012

* teste ndo-paramétrico de comparagdo entre grupos relacionados (wilcoxon)
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O grupo placebo apresentou mediana de células totais no periodo
basal de 21,50x10%, no D7 108,50x10* no D60 106,00 x10* e no D90 106,00
x10* e o grupo praziquantel apresentou no periodo basal mediana de 32,50x",
no D7 52,00x10* no D60 157x10* e no D90 146x10*. Nao houve diferenga
quando feita a comparacao intergrupos. Quando feita a comparagao intra-
grupos houve aumento significante do periodo basal para o D7 e para o D90

para no grupo placebo e apenas para o D90 no grupo praziquantel. Gréfico 6.

Grafico 7 - Numero total de células no escarro induzido dos pacientes asmaticos infectados
pelo S.mansoni.
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A eosinofilia do escarro (x10?) foi comparada entre o periodo basal e

apos o tratamento, como mostrado na tabela 7.
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Tabela 7 - Namero de eosinodfilos no escarro induzido nos pacientes asmaticos infectados pelo

S.mansoni.

Eosindfilos X10*

Asmaticos infectados

Placebo

Praziquantel

~ * %
(n =12; 54,5% ) (n = 10; 44,5% ) p-valor

Mediana Desvio* Mediana Desvio*

Basal 0,21 0,17 0,12 0,30 0,99

7 dias 2,72 1,77 1,08 0,31 0,08

60 dias 1,56 1,40 1,36 2,23 0,99

90 dias 2,84 3,72 3,35 1,33 0,99

Diferencas Mediana p-valor Mediana p-valor

BASAL - 7 DIAS 2,52 0,038 0,96 0,011

BASAL - 60 DIAS 1,36 0,041 1,24 0,066

BASAL - 90 DIAS 2,64 0,018 3,23 0,012

* teste ndo-paramétrico de comparag¢do entre grupos relacionados (wilcoxon)

** Teste ndo paramétrico de comparagdo entre as medianas de grupos independentes.

Quando feita a comparacao entre as medianas dos grupos placebo e

praziguantel ndo houve diferenca significativa. Quando feita a comparacao

dentro do mesmo grupo houve aumento significativo para o grupo placebo no

D7, D60 e D90 e no grupo praziquantel no D7 e no D90. A representagéo

grafica destes dados encontra-se no grafico 8.

Grafico 8 - Frequéncia do eosindfilos (x10*) dos pacientes asmaticos infectados pelo

S.mansoni.
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Fazendo a avaliacdo da celularidade encontrada nos grupos de
asmaticos sem infeccdo e com infeccao pelo S. mansoni no periodo basal
observa-se que nao ha diferenca entre os dois grupos, como representado na
tabela 8.

Tabela 8 - Celularidade do escarro induzido no periodo basal dos pacientes asmaticos
infectados pelo S.mansoni e asmaticos néo infectados.

Asmaticos ndo Asmaticos
infectados infectados lor**
(n=8) (n=22) p-valor

Mediana Desvio* Mediana Desvio*

Numero total de Células 12,5 17,3 24,0 15,0 0,6822
Eosinofilos 0,0 1,1 0,9 0,6 0,6890
Neutrofilos 40,1 6,4 46,4 16,9 0,6820
Macroéfagos 59,4 6,3 52,6 17,5 0,6820
Células Mononucleares 0,7 0,4 0,6 0,8 1,0000

* Desvio-interquartilico (Q3 - Q1)/2
** Teste nGo paramétrico de comparagdo entre as medianas de grupos independentes.

VIII.7 Espirometria nos pacientes asmaticos infectados pelo S.mansoni

Gréfico 9 - Frequéncia de pacientes asmaticos infectados pelo S.mansoni com VEF1 = 80%
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Os individuos do grupo placebo apresentaram VEF1(fluxo expiratério

forcado no 12 segundo) acima de 80% em todos os individuos no basal, tendo



61

uma reducao de 81,8% e 91,7% deste valor nos D7 e D60 respectivamente,
voltando a ficar acima de 80% em 100% dos individuos no D90. O grupo
praziguantel apresentou VEF1 em 90% dos individuos no basal, reduzindo para
80% no D7 e 66,7% no D60 e 85,7% no D90. Pose-se observar através da
espirometria que os individuos que fizerem uso do praziquantel tiveram uma
reducao maior no valor do VEF1 nas avaliagdes subsequentes. Para o VEF1
observou-se que o grupo que fez uso do praziquantel houve uma maior

reducdo com o seguimento.

VI111.8 Radiografia do Térax
O exame radiolégico dos pacientes infectados pelo S. mansoni nao
apresentou alteracées nas duas avaliacdes realizadas no DO e no D7apds o

tratamento com praziquantel.

VII1.9 Discusséao

O presente estudo avaliou a celularidade do escarro induzido ou
espontdneo de asmaticos infectados por S. mansoni residentes em area
endémica e comparou com asmaticos nao infectados atendidos no Ambulatério
Magalhdes Neto — HUPES, UFBA.

Estudos vém demonstrando que o escarro induzido é uma ferramenta
eficaz para a avaliacdo da inflamacédo brénquica (Drews et al., 2006; E.
Pizzichini and M.M.M. Pizzichini, 1996; Palomino et al., 2005; SILVA, 2004). A
eosinofilia no escarro caracteriza um sub-grupo homogéneo de pacientes
asmaticos atépicos e a neutrofilia ocorre em sub-grupo heterogéneo de

asmaticos nao atopicos (Simpson et al., 2006).
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Estudos realizados por diversos autores avaliam também a eosinofilia
como um marcador de exacerbagdo de asma. Chakir e colaboradores (Chakir
et al.), por exemplo, utilizou o estudo da celularidade do escarro para monitorar
a inflamacao da mucosa brénquica e o seu remodelameto, avaliando, além da
celularidade, a deposicao de colageno apo6s dois anos de tratamento. Este foi
um estudo piloto, onde foram estudados 20 pacientes com asma moderada e
randomizados para o estudo do escarro ou avali¢ao clinica. O escarro mostrou
reducao de eosinodfilos na asma moderada ap6s o tratamento.

No presente estudo, ao contrario do estudo de Chakir, foi avaliado se
havia mudanca na eosinofilia no escarro em trés avaliagcdes apds o tratamento
com antihelminticos. Observando as frequencias medianos pode-se assumir
que o escarro dos grupos estudados (placebo e praziquantel) ndo apresentou-
se eosinofilico no periodo basal e com sete dias ap6és o tratamento. Houve
entretanto um crescimento dos eosinéfilos no D60 e D90 apds o tratamento em
ambos os grupos, tomando-se como ponto de corte 2,5% de eosindfilos
(Palomino et al., 2005). Este ponto de corte foi utilizado devido ao fato de que a
populacéo de estudo foi formada por 68% de criancas e adolescentes estando
de acordo com o estudo de Palomino e colaboradores (Palomino et al., 2005).
Nao ficou claro porém se o aumento destas células esta relacionado com a
piora da asma depois do tratamento, pois os dois grupos, placebo e
praziguantel, se comportaram de maneira semelhante. Por outro lado, quando
se analizou a evolugao dos pacientes, o numero de eosinéfilos aumetaram em
relacdo ao periodo basal nos dois grupos de estudo. Este aumento do numero
de eosinodfilos apdés o tratamento nos dois grupos nao é inteiramente
concordante com a gravidade da asma, avaliada através do escore da

espirometria. Realmente, enquanto o nimero de eosinéfilos aumentou nos D7,
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D60 e D90 ap6s o tratamento nos dois grupos, o aumentou do escore de
gravidade ocorreu nos D7 e D90 do grupo placebo e nos D60 e D90 do grupo
praziquantel. Em relacédo a espirometria, VEF1 <80% ocorreu no D60 do grupo
que usou praziquantel, estando acima de 80% nos pacientes nos outros
periodos avaliados e também em todas as avaliagbes do grupo placebo.
Considerando estes resultados, o numero de eosindfilos nao refletiu a
gravidade da asma neste trabalho. Uma possivel explicagdo é que o niumero de
individuos asmaticos incluidos neste estudo foi pequeno, ndo tendo este o
poder para mostrar diferencas significativas. Uma outra possivel explicagao
seria o fato de que a maioria dos individuos envolvidos possui a forma leve da
asma nao sendo possivel mostrar grandes diferencas na celularidade. O fato
de que nao houve diferenca no nimero de eosindfilos e de outras células, entre
os asmaticos infectados e nédo infectados pelo S. mansoni ambos com asma
leve, reforca esta hipotese. Sera necessario portanto, avaliar a celularidade do
escarro em pacientes com asma moderada a grave a fim de padronizar a
técnica como auxiliar na avaliagdo da gravidade da asma.

Em outro estudo realizado por Romagnoli (Romagnoli et al., 2002),
foram avaliados 19 individuos com asma nao controlada, 16 pacientes com
asma sob controle e 8 voluntarios sadios em relagdo a inflamagéo eosindfilica.
O escarro foi analisado para contagem celular total e diferencial, e os
resultados sugeriam que a eosinofilia do escarro estava associado com mal
controle da asma e ndo com a gravidade. No presente estudo porem pode-se
inferir que o baixo numero de eosinofilos encontrados no escarro no periodo
basal e com sete dias apds o tratamento nos dois grupos de pacientes

asmaticos infectados pelo S. mansoni e asmaticos ndo infectados pode esta
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relacionada com o quadro clinico e auséncia de exacerbagdes que eles
apresentavam com base na espirometria.

Ha relatos na literatura, entretanto, sugestivos de que a celularidade e
outros marcadores de inflamacao presentes no escarro estejam relacionados a
gravidade da asma (Gibson, 1998). Por outro lado, resultados de estudos bem
conduzidos contestam essa afirmacéo, e permanece controverso o real papel
da celularidade do escarro em discriminar a gravidade da asma (Fuhlbrigge,
2004). De fato, o proprio grupo de trabalho internacional sobre escarro induzido
comenta que ha uma fraca relacdo entre a gravidade da asma definida por
funcdo pulmonar ou sintomas e a contagem de eosinéfilos no escarro e que
mais estudos sao necessarios para definir a relacdo entre a inflamacao das
vias aéreas, 0s sintomas e a resposta aos corticosterdides em pacientes
asmaticos. (Pavord et al.,, 2002) Em outro trabalho, Bartoli e colaboradores
(Bartoli et al., 2004) descreveram a celularidade do escarro em um grupo de
223 pacientes asmaticos de gravidade variavel e 14 individuos controles, e
notaram que pacientes com asma persistente leve e moderada nao diferem
quanto a contagem de eosindfilos no escarro, independentemente do
tratamento regular com corticosterdides inalatérios. Ficou evidente que o
percentual de eosinéfilos no escarro diferenciou adequadamente os pacientes
asmaticos dos controles.

A quantificagdo dos eosindfilos em estudos realizados por Palomino e
colaboradores (Palomino et al., 2005) também ndo descriminou a gravidade
clinica e funcional da asma e mostrou-se independente do grau de obstrucao
das vias aéreas em um grupo de pacientes em tratamento com corticosteréides
inalatérios. A eosinofilia do escarro neste estudo deve ter sofrido influéncia do

uso do corticéide e controle de asma.
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Na analise do presente estudo houve evolucdo de aumento de
eosinodfilos ap6s o tratamento de parasitose intestinal, como esperado, o que
indicaria uma piora da asma. Houve, entretanto, aumento da eosinofilia
também no grupo placebo.

No presente estudo foi também observado que a freqiéncia de VEF1
abaixo de 80% ocorreu no grupo que fez uso do praziquantel havendo uma
reducao principalmente no D60 enquanto que o numero de eosindéfilos neste
periodo foi 2,8%.

O numero de neutréfilos encontrado neste estudo foi abaixo do descrito
na literatura,para classificar o escarro como neutrofilico na asma (65%)
(Efthimiadis et al., 1997) o que sugere que os neutréfilos ndo sdo componentes
importantes da inflamacao brénquica nos pacientes incluidos, sendo a asma
nestes pacientes provavelmente atépica.

Sobre o importante aumento da celularidade total em relacdo a
exacerbacdo da asma, ha consenso porém (Gibson et al., 2003; Twaddell et
al., 1996). Isso deve-se provavelmente a maior descamacao do epitélio e ao
maior influxo de células inflamatérias. O aumento do numero total de células foi
também avaliado neste estudo, sendo maior no D7 e no D90 em relacéo ao
basal do grupo placebo, e no D90 do grupo que usou o praziquantel,
provavelmente devido ao aumento do numero de eosindfilos.

Dos 45 pacientes asmaticos infectados pelo S. mansoni que foram
diagnosticados na area endémica, em apenas 22 (48,88%) foi obtido material
adequado para o processamento das amostras e analise dos dados. Isso se
deve ao fato das laminas deste grupo de paciente apresentar uma baixa
celularidade para a contagem do numero de células inflamatérias de 200 a 400

por lamina de acordo como descrito na literatura.
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A técnica utilizada neste estudo para confeccdo da lamina para a
contagem diferencial, ainda ndo foi validada e utilizada em outros estudos. Foi
desenvolvida a partir de conhecimentos prévios em trabalhos com citologia
nasal quantitativa e adaptada para atividade em campo. Devido as dificuldades
em levar uma citocentrifuga para area endémica a lamina foi confeccionada a
partir do concentrado de células obtidas da centrifugacao final do escarro. O
uso da técnica nao padronizada pode ter sido um possivel fator para o baixo
namero de células neste estudo, embora o fato dos pacientes terem
diagnéstico de asma leve poderia também explicar a baixa celularidade do
escarro, refletindo uma inflamacgéao brénquica leve.

A inducao do escarro em pacientes asmaticos € segura para obtencao
de amostras clinicas em criancas e adolescentes. O escarro induzido foi bem
aceito pelo grupo em estudo, apesar dos seus desconfortos. Nenhum paciente
apresentou broncoespasmo durante a nebulizacdo com a solucao hipertonica,
sendo um instrumento adequado para uso em campo.

A contagem diferencial indicou a presenca de células escamosas
(epiteliais) como maior predominancia em todas as laminas, entretanto nao
foram avaliadas, pois sao células predominantes na mucosa brénquica. Depois
das células epiteliais os eosindfilos, neutréfilos e macrofagos foram as células
inflamatérias predominantes. O fato de ser baixa a celularidade no escarro de
asmaticos da area endémica em esquistossomose e de haver predominio de
eosinodfilos pode indicar que a asma é leve e do tipo atdpica. O tratamento com
praziquantel ndo alterou significativamente a celularidade do escarro e nem a
gravidade da asma. Uma hipbtese para explicar estes achados é que os
individuos nao se afastaram da area endémica e nem do contato com a agua
contaminada, e que pode ter ocorrido re-infeccao pelo S.mansoni. Desta forma
nao foi possivel avaliar o real efeito do tratamento da parasitose sobre a

gravidade da asma e sobre a celularidade do escarro induzido.
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IX. CONCLUSOES

e A celularidade do escarro induzido foi semelhante entre asmaticos
infectados e nao infectados pelo S. mansoni.

e Houve aumento da celularidade no escarro ap6s o tratamento para S.
mansoni no grupo Praziquantel, mas sem diferenca em relacdo ao grupo
que usou placebo.

¢ Nao foi encontrada uma boa correlacéao entre a celularidade do escarro e
a gravidade da asma, possivelmente devido ao pequeno tamanho
amostral do estudo ou ainda a limitagdo do método, como sugerido por

outros autores.
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Anexo |

ISAAC

SERVICO DE IMUNOLOGIA
HOSPITAL UNIVERSITARIO PROF. EDGARD SANTOS
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

NOME :

Endereco

Ndmero de Inclusao : DATA : / /

IDADE: DATADE NASCIMENTO: __ / / ( YMASC ( )FEM.

NIVEL SOCIO-ECONOMICO : (RENDA FAMILIAR)
() ATE UM SALARIO MINIMO

() ENTRE 5 E 10 SALARIOS MINIMOS

() ENTRE 1 E 2 SALARIOS MINIMOS

() MAIS DE 10 SALARIOS MINIMOS

() ENTRE 2 E 5 SALARIOS MINIMOS

Quantos habitantes na casa:

Tabagismo Sim () Nao ( )
Quantidade: cigarros / Tempo:___ ( )meses ( )anos
Outros tabagistas na |Sim ( ) Nao ( )
casa Quantos:
Fogao a lenha: Sim( ) Nao ( )
Diesel Graos Polens
Sim () Nao () Sim () Nao () Sim () Nao ()
QOutros poluentes Sim( ) Nao ( )
Quais:
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QUESTIONARIO |

. Alguma vez na vida teve chiado no peito ou falta de ar (cansaco)?
()Sim () Naéo
caso a resposta seja NAO, passe para a perqunta numero 6.

Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve chiado no peito ou falta de ar (cansago)?
() Sim () Nao

Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve quantas crises de chiado no peito ou de
falta de ar?

() nenhuma crise

()
( )4a12crises
)

(

Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé acordou a noite com chiado no peito ou com

1 a 3 crises

mais de 12 crises

falta de ar?

() nenhuma

() menos de uma noite por semana

() uma ou mais noites por semana

Nos ultimos 12 (doze) meses, seu chiado no peito ou falta de ar, foi tao forte, a
ponto de impedir que vocé falasse normalmente?

( )Sim () Nao

Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve chiado no peito ou falta de ar, apds
exercicios fisicos?

( )Sim () Néo

Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé tem tido crises de tosse seca, a noite, sem
estar gripado ou com infecgao respiratéria?

( )Sim () Néo
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QUESTIONARIOI

Qual a frequiéncia de suas gripes ou resfriado ?

() uma ou duas por ano.

() umavez por més.

() mais de uma vez por més

Alguma vez na vida vocé teve problema de espirros, coriza (corrimento nasal),
coceira ou obstru¢ao nasal, quando ndo estava resfriado ou gripado ?
()Sim () Nao

Em qual dos ultimos 12 (doze) meses este problema ocorreu ?

() Janeiro () Maio () Setembro

( )Fevereiro ( )Junho ( ) Outubro

() Marcgo ( )Jdulho ( ) Novembro
() Abril ( )Agosto ( )Dezembro

Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas vezes suas atividades diarias foram
atrapalhadas por esses sintomas nasais (espirros, coriza, coceira ou entupimento)
?

nenhuma

()
() pouco (alguns minutos ou poucas horas do dia)
() moderado (uma parte do dia — manha, tarde ou noite)
() muito (sintomas diarios e constantes)

Quando vocé tem contato com poeira, mofo ou cheiro forte, vocé tem coceira,
espirros ou coriza ?

( )Sim () Nao

Quando isso acontece vocé tem coceira nos olhos ou coceira na garganta ?
()Sim () Nao
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QUESTIONARIO llI

. Alguma vez na vida vocé teve irritacbes ou coceira na pele (eczema), que
apareciam e desapareciam por pelo menos, mais de uma vez por ano ?
( )Sim () Nao

. Alguma vez essas manchas com coceira (eczema) afetaram algum desses
seguintes locais : dobras dos cotovelos, atras do joelho, na frente dos tornozelos,
abaixo das nadegas ou em volta do pescoco, orelhas ou olhos ?

( )Sim () Nao

. Quando bebé, vocé apresentava brotoejas ou assaduras de dificil controle em
pescoco, bochechas, atras das orelhas, ou na area das fraldas?
() Sim () Nao

QUESTIONARIO IV

. Alergia a medicamentos, bebidas ou alimentos ?
() Sim () Nao Qual:
. Algum familiar direto ( PAI, MAE, IRMAO, FILHOS, AVOS OU TIOS ) apresenta
alguma manifestacao alérgica ( ASMA, RINITE, URTICARIA OU DERMATITE ) ?
() Sim () Nao Qual:

Nos ultimos 15 dias fez uso de algum tipo de medicamento para a sua doenca ?
( )Sim () Nao Qual:

. Vocé tem alguma outra doenga que necessita uso de medicamentos ?
() Sim () Nao Qual:

OBSERVACOES A CRITERIO DO MEDICO :
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Anexo li
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

Questionario para avaliacao de gravidade da asma

NOME:
N DATA: /| J SEXO: () MASC. ( ) FEM.
IDADE: . DATA DE NASCIMENTO: ___/___/

1.

Alguma vez na vida vocé teve piado no peito (cansaco)?
()SIM ()NAO 3 _
SE VOCE RESPONDEU NAO, PASSE PARA A QUESTAO 6.

Nos dltimos 12 (doze) meses, vocé teve piado no peito (cansaco)?
()SIM ()NAO

Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas vezes vocé teve crises de piado no peito
(cansaco)?

3.1. () Nenhuma crise

3.2. ( )1a3crises

3.3. ( )4ai2crises

3.4. ( ) Mais de 12 crises

Nos ultimos 12 (doze) meses, com que freqléncia vocé teve seu sono perturbado por
piado no peito (cansago)?

4.1. ( ) Nunca acordou por causa de piado no peito (cansago)

4.2. () Menos de 1 noite por semana

4.3. () Uma ou mais noites por semana

Nos ultimos 12 (doze) meses, seu piado no peito (cansaco) foi tdo forte a ponto de impedir
que vocé conseguisse dizer mais de 2 palavras entre cada respiracéo?
()SIM ()NAO

Alguma vez na vida vocé ja teve asma?
()SIM ()NAO

Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve piado no peito (cansago) apds exercicios fisicos?
()SIM ()NAO

Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve tosse seca a noite sem estar gripado ou com
infecgao respiratoria?
()SIM ()NAO
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QUESTIONARIO II

21. Que remédio vocé usa para piado no piado no peito (cansago)?
Resposta (escreva em letra de forma mesmo que néo saiba o nome direito)?:

22. Vocé faz tratamento médico para o piado no peito (cansago)?
()Sim ( )Nao

23. No ultimos 12 (doze meses) vocé precisou usar remédio para piado no peito (cansago)?
( ) Nao, nao precisei tomar remédios para piado no peito (cansago)
( ) Sim, mas muito raramente
( ) Sim, toda semana tive que tomar remédio para piado no peito (cansacgo), 1 a 2 vezes
por semana
() Sim, toda semana tive que tomar remédio para piado no peito (cansago). mais de 2
vezes por semana

24. Nos ultimos 12 (doze) meses vocé teve de ir ao médico ou (servico médico) de
emergéncia por causa de piado no peito (cansago)?
()Sim ()Néao

25. Quantas vezes vocé acha que foi ao médico de emergéncia por causa de piado no peito
(cansacgo) nos Ultimos 12 (doze) meses?
Resposta — NUmero de vezes:

26. Nos ultimos 12 (doze) meses vocé foi alguma vez internado em algum hospital por causa
de piado no peito (cansago)?
()Sim ()Néao

27. Como vocé acha que esta seus casos de piado no peito (cansago) nos ultimos 12 (doze)
meses?
( ) A mesma coisa
( ) Piorou
( ) Melhorou

28. Se vocé respondeu que seu piado no peito (cansago) piorou ou melhorou, porque vocé
diz isso? Resposta:

29. Se seu piado no peito (cansago) melhorou nos Ultimos doze, vocé acha que o piado no
peito (cansaco) melhorou como?
() Diminui o nimero de crises
() As crises ficaram mais fracas
() ndo tive mais crises

30. Se vocé deixou de ter piado no peito (cansago), qual foi o Gltimo ano que vocé teve?
) Parei de ter piado no peito (cansago) nesse ano de 1999

) Parei de ter piado no peito (cansago) no ano passado, em 1998

) Parei de ter piado no peito (cansago) no ano de 1997

) Tem muitos anos que deixei de ter crises, antes de 1997

) Nao me lembro/néo sei

(
(
(
(
(
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Anexo lli

SERVICO DE IMUNOLOGIA
HOSPITAL UNIVERSITARIO PROF. EDGARD SANTOS
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

ALERGODIAGNOSTICO

RESULTADO DE TESTES CUTANEOS A ANTIGENOS INALAVEIS

Nome : N.2:
I !
Controle + ( Histamina 1/1000 ) Controle — ( excipiente.
Solugéo. )

Dermatophagoides Blomia tropicalis
pteronyssinus

Dermatophagoides farinae Fungos anemodfilos (mistura)
Blatella germanica Periplaneta americana
COMENTARIOS :

DATA : / /
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Anexo IV

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP/MCO/UFBA
MATERNIDADE CLIMERIO DE OLIVEIRA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
IORG0003460. Assurance FWAD0002471, October 26, 2010
IRB00004123, October 5, 2007 - Dcl:ober 4,2010

B3I LB M B AL e-m ARSI SR e ST e T
ﬂﬂwm \ Caneds - MImemml -ﬂl:r
Cap: 40.110-160 — Balvador-Babia tull.br. (71) 33032740 e-mml’ grpmeoiufbaltr  homepage: werw cepmen ufbe by

PARECER/RESOLUCAQO N.° 042/2009

Registro CEP. 037/09, {Evte mimmsrs, brm como o da Parscer acima devens ser ciiados nas correrpondinss Toforenies o evie props).

Titulo do Projeto. “Citologia do escarro induzido em asmiticos infectados pelo
Schistosoma mansoni. ”

Patrocinio/Financiamento. Orgamento de R$ 24.000,00 (vinte e quatro mil reais),
compativel.

Pesquisadora Responsdvel. Maria Ilma Andrade Santos Aratjo, Doutora,
Pesquisadora do Servigo de Imunologia da Universidade Federal da Bahia, Professora
Adjunto IIT de Imunologia do Curso de Medicina da Escola Bahiana de Medicina e
Saide Publica, “Curriculum Vitae” apenso. Equipe complementar relacionada no
Projeto.

Instituicio. Servigo de Imunologia, Hospital Universitario Professor Edgard Santos,
Universidade Federal da Bahia, SIM/HUPES/UFBA.

Area do Conhecimento. 4,00, Ciéncias da Saiade; 4.01, Imunologia; Nivel
Epidemiolégico, E; Grupo III

Objetivos. Avaliar a celularidade do escarro induzido em asmaticos infectados pelo
Schistosoma mansoni e residentes na area endémica de Agua Preta, municipio de
Gandu-Bahia; avaliar a celularidade do escarro induzido, em especial a eosinofilia, em
asmaticos infectados pelo Schistosoma mansoni e correlacionar com a gravidade da
asma; comparar a celularidade do escarro induzido em asméticos infectados pelo
Schistosoma mansoni com nido infectados, bem como antes e apds tratamento dos
mesmos com anti-helminticos e comparar a celularidade do escarro induzido com a
contagem de leuctciots de sangue periférico de asmaticos infectados ou ndo pelo
Schistosoma mansoni.

Sumairio. Nos hltimos anos tem-se buscado marcadores da atividade inflamatoria em
asmaticos, empregando-se técnicas pouco invasivas como a celularidade do escarro. O
escarro induzido, inicialmente utilizado para diagnostico de céncer de pulmio, é
atualmente aceito como um instrumento de investigagdo da patogenia da asma e de
acompanhamento da evolugio da inflamacdo das vias aéreas. A identificagio do padréo
inflamatério da mucosa tem ajudado no melhor entendimento do processo inflamatério
da asma. Trata-se de um estudo prospectivo, randomizado, duplo cego, controlado com
placebo, com dois grupos pareados por faixa etaria, com um ano de duragio. O estudo
incluira 40 (quarenta) individuos da area endémica. Vinte (20) deles serfio tratados com
Albendazol (400 mg) e Praziquantel (50 mg/Kg) e os outros 20 , serfo tratados com
placebo. O grupo controle sera composto por 20 asmaticos sem helmintiase, residentes
em Salvador. Os individuos selecionados para inclusio no estudo realizario exame
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/MCO/UFBA
MATERNIDADE CLIMERIO DE OLIVEIRA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
IORGO0003460. Assurance FWAOQD0D2471, October 26, 2010
IRBGODO4123, October 5, 2007 O{:I:ober 4, 2010

Pl T Pl e D D e DN B e e SeduEd ‘W\"f... DRI D L TN
kmhﬂnﬂmwwﬂn wmmmnmt-m
Cep: 40.110-160 - Salvador-fahis  iefofioe: (711 3203-2740  e-mail- it br page: www, cepemc, ufba by

parasitclogico de fezes, testes alérgicos, provas de fungdo pulmonar, coleta de escarro
induzido. Critérios de Inclusio: individuos asmaticos com idade entre 05 a 50 anos,
asmaticos infectados cronicamente pelo Schistosoma mansoni e ndo infectados (grupo
controle). Critérios de exclusfio: individuos com idade inferior a 05 anos e superior a
50 anos; individuos que fizeram uso muito recente de medicamentos como anti-
histaminicos, beta bloqueadores, entre outros, pela possibilidade de interferéncia com os
testes cuténeos e nos valores da espirometria e individuos portadores de dermatoses nas
areas selecionadas para testes cutdneos, mulheres gravidas e aqueles que apresentem
alguma condi¢do que ndo permita estrita colaboragdo, por ocasido da realizacio dos
exames.

Anailise de riscos: Ha referéncia quanto a analise de risco minimo ao procedimento de
retirada de sangue venoso (dor leve e sangramento). O teste alérgico que sera utilizado é
seguro e raramente uma pessoa pode ter uma piora dos sintomas alérgicos. Retorno de
beneficios para o sujeito e/ou para a comunidade: Todos os individuos portadores de
parasitoses intestinais documentadas serdo tratados gratuitamente. Os individuos que
apresentarem asma e/ou rinite serfio orientados, com relagdo a medidas de controle
ambiental intra-domiciliar, bem como com referéncia ao tratamento medicamentoso.

Comentarios. O presente estudo conta com o apoio financeiro da Universidade Johns
Hopkins, Estados Unidos. O SIM/HUPES cedera estrutura basica para a realizacdo do
projeto, pessoal, material para exames laboratoriais ¢ equipamentos de informatica
dentre outros. Trata-se de uma Pesquisa submetida a este Institucional na forma de
“Adendo™ ao Projeto intitulado “Efeito do tratamento da esquistosomose sobre as
manifestacdes clinicas e resposta imune da asma”, e homologado através do
Parecer/Resolugdo n® 059/2008 e Aditiva N°® 228/2008 deste Colegiado. A participacio
no estudo sera voluntaria e todos assinardo o “Termo de Consentimento Livre e Pré-
Esclarecido™ (TCLPE) redigido em linguagem clara e acessivel. Objetivos,
procedimentos, participagdo voluntaria, analise de riscos, confidencialidade, gratuidade
e formas de contato tanto com o Pesquisador quanto com o Comité de Etica em
Pesquisa estdo explicitados, Protocolo aprovivel. h

M ﬁ’} /ﬂ- {}D Salvador, 27 de Maio de 2009

J}J_{,—” P | i -
PFofessor; Doutgf Antgfiio dos Santos Barata

Coordenador — CEP/MCO/UFBA

Observacies importantes. Toda a documentaciio anexa ao Protocolo proposto ¢ rubricada pelo (a)
Pesquisador (a), arquivada neste CEP, ¢ também a outra devolvida com a rubrica da Secretéria deste (a)
ao (a) mesmo (a), faz parte intrinseca deste Parecer/Resolugiio, bem como as “Recomendagtes
Adicionais™ apensas, além da impostergiivel entrega de relatdrios parciais ¢ final como consta nesta
liberagio, (Modelo de Redacdio para Relatério de Pesquisa, anexo).



Anexo V

SERVICO DE IMUNOLOGIA
HOSPITAL UNIVERSITARIO PROF. EDGAR SANTOS - UFBA
Rua Augusto Viana, s/n - Canela - CEP 40140.000 - Salvador-BA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAR DO
ESTUDO

Nome do Projeto: Efcito do tratamento da esquistossomose sobre as manifestagdes clinicas e
resposta imune da asma

Investigador Principal: Maria llma Andrade Santos Aratjo. médica, Servigo Imunologia, Hospital
Universitario Prof. Edgard Santos — UFBA. Rua Joio da Botas s/n, Canela. CEP 40.110-160.
Salvador-BA.

Nome do Paciente:

Convite e Objetivo:

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um estudo para avaliar & associa¢do enfre a asma ¢ a

infecg¢do por helmntos (verminose).

Caso vocé aceite participar, em alguns periodos durante um ano, aproximadamente. vocé fard a
exames para saber se tem alergia ¢ verminoses, sendo necessario: responder a um questionario com
perguntas sobre alergias, fazer exames clinicos, além de Rx de térax ¢ coleta de sangue ¢ de fezes.
Fara tamb¢m exame para avaliar a sua capacidade pulmonar e exame de escarro.

Além das informagdes aqui presentes. vocé pode perguntar tudo sobre o estudo ao seu médico.

Participacdo Voluntaria:

A sua participagio no estudo ¢ voluntaria e vocé estara contribuindo para o melhor ;:mendimcnm da
sua doerca. Vocé € livre para recusar a participar do estudo, ou se retirar em qualquer €poca apds o
seu inicio sem comprometer ou prejudicar a assisténcia médica que lhe daremos.

Finalidade do estudo:
Este estudo tem a finalidade de avahar a influéncia da verminose no desenvolvimento da asma.
LEspecificamente, se o tratamento para verminoses provoca piora da asma.

Procedimentos:

('aso concorde em participar do estudo. vocé doard 20mL de sangue, em caso de crianca ¢ 40 ml. de
sangue no caso dos adultos, que serd coletado por profissional especializado. com o auxilio de seringas
¢ agulhas descartaveis. Em seguida. vocé fard o teste de zlergia que sera realizado pela téenica de
puntura. feito com o auxilio de puntores descartaveis. O teste por puntura consiste em pingar na face
ventral do antebraco da pessoa uma gota da substancia que vai ser testada. A seguir faz-se umd
puntura (pequena picada na pele sem. porém, provocar sangramento) e, apos 20 minutos faz-se a
leitura do teste. O exame consistira de 06 (seis) punturas: 04 (quatro) antigenos diferentes ¢ 02 (dos)
controles. Este teste sera realizado por profissionais devidamente capacitados. Além disso. serio
realizados Rx de torax e provas de fungio pulmonar para avaliar se existe altera¢do pulmonar causada
pela asma. Fara também exame do escarro para avaliagio do tipo de c¢ ula presente na inflamagio da
asma. Vocé precisara doar amostras de fezes para que possamos realizar os exames parasitologicos.
Voce sera tratado para verminoses e fard novas avaliagdes clinicas e os exames descritos acima. no
sentido de analisarmos se o tratamento mudou a gravidade da asma.

Duracio do Estudo:
Apos a assinatura do termo de consentimento, sua participa¢do no estudo tera uma duragdo maxima
nrevista de 12 meses.

Claudinéa L
! ta Lima dos San 3
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Confidencialidade:

Qualquer informagdo obtida durante este estudo serd confidencial sendo apenas compartilhada com
outros membros da equipe. Os resultados serdo divulgados na forma de comunicagio cientifica. ndo
permitindo a identifica¢do individual dos participantes.

Analise dos Riscos e Beneficios:

A retirada de sangue venoso ¢ um procedimento médico de rotina e, em ¢asos raros pode provocar dor
Jeve e sangramento depois da retirada da agalha. Caso isso acontega, todos os cuidados serdo tomados
por profissionais devidamente habilitados. Quanto ao teste de alergia, quando uma pessoa tem alergia
surge no local um eritema (vermelhiddo) e uma pépula (placa) ¢ pode ocorrer prurido (coceira) no
local do teste. Esta rea¢io dura. em média 20 a 30 minutos e desaparece espontaneamente, sem deixar
cicatrizes. e ndo ha necessidade de se usar qualquer medicamento para o seu desaparecimento. O tipo
de teste que vamos realizar ¢ seguro e, raramente, a pessoa pode ter uma piora dos sintomas alérgicos
e. se isso ocorrer. sera durante o teste e geralmente muito leve. Esses sintomas podem ser rapidamente
controlados com o uso de medicamentos, que serdo fornecidos gratuitamente.

Retorno dos Beneficios para o Sujeito e para a Sociedade:

Estudos que contribuem para esclarecer como a verminose pode nos proteger contra a asma podem
levar ao desenvolvimento de novos tratamentos para alergia.

As pessoas que se submeterem aos exames receberdo. se desejarem, os resultados dos mesmos. Vocé
sera tratado gratuitamente para parasitas intestinais, e também para a asma. caso haja necessidade.
Vocé recebera orientacdes de como evitar as verminoses € a asma.

Custos:
Vocé nio terd custos com a participagdo no estudo e nem recebera pagamento por sua participagao.

Esclarecimentos:

Qualquer divida que vocé tenha sobre o que estda escrito neste consentimento ou sobre os
procedimentos que constam desse projeto de pesquisa, podera entrar em contato com Dra. Maria [lma
Araujo, coordenadora do projeto, médica do Servigo de Imunologia do HUPES-UFBA. Rua Padre
Feijo. s/n, Canela, telefone (071) 3237-7353, ou com o Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade
Climério de Oliveira, na pessoa do Dr. Antonio Barata, situado no Ambulatorio Magalhaes Neto. "
andar. UFBA. na rua Padre Feijo, 240 - Canela, telefone (071) 3203-2740.

Consentimento:
Se vocé leu o consentimento livre e esclarecido ou este lhe foi explicado ¢ vocé concorda em
participar voluntariamente deste estudo. favor assinar 0 nome abaixo. A vocé sera entregue uma copia
deste formulario.

Local: Data / /e Hora:
Assinatura do Participante RGn®

Local: _Data__/_/ e Hora:
Assinafura do Pesquisador . . RGn®

Cluwdinéa Lima dos Santos

Secretdria Executiva

Lomié de Etica em Pesquisa
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