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RESUMO

A asma é uma doenca respiratéria crénica que atinge aproximadamente 15% da
populagao infantil mundial, sendo que a classificagdo adequada da gravidade e
o acompanhamento da doenca sao fundamentais para melhorar a qualidade e
de vida destas criangas. A avaliagao da citologia do escarro induzido é uma
técnica descrita para entendimento da inflamacgao brénquica. Este estudo propds
avaliar celularidade do escarro induzido em criangas de 5 a 14 anos, com
diagndstico de asma, acompanhadas em servigo especializado de referéncia;
verificar a efetividade do método da indugcdo do escarro nesta faixa etaria;
identificar celularidade escarro do grupo de asmaticos avaliados; avaliar a
associacdo dos padrdes citolégicos encontrados com variaveis clinicas e
epidemiologicas e com o controle da asma. O grupo foi composto por 42
participantes, 66,7% do sexo masculino; com média de idade de 8,4 (x1,9),
54,8% tinham casos de asma na familia e 78,6% eram atopicos. Vinte e seis
pacientes estavam com a asma controlada. O padrao de escarro eosinofilico foi
o predominante nos 42 pacientes. Foi observada maior presenca de granulagdes
eosinofilica no grupo de asma nao controlada (p=0,042) e niumero maior de
macréfagos no grupo de asma controlada (p=0,027). A inducdo do escarro
mostrou-se segura e viavel na populacado pediatrica. O padrao inflamatorio
eosinofilico predomina entre as criancas asmaticas deste grupo. Granulagdes
eosinofilicas predominaram na asma sem controle e macréfagos na asma
controlada. A avaliagao da citologia do escarro € um instrumento util para a
avaliagao dos fendtipos da asma pediatrica na pratica clinica.

Palavras-chave: Criangas, citologia de escarro, controle da asma.



ABSTRACT

Asthma is a chronic respiratory disease that affects approximately 15% of the
world's child population, and the proper classification of severity and diseases
monitoring are essential to improve the quality and life of these children. The
evaluation of induced sputum cytology is a technique described for assessment
bronchial inflammation. This study aimed to evaluate the cellularity of induced
sputum in children aged 5 to 14 years, diagnosed with asthma, followed up at a
specialized referral service; to verify the effectiveness of the sputum induction
method in this age group; to identify sputum cellularity in the group of asthmatics
evaluated; to evaluate the association of the cytological patterns found with
clinical and epidemiological variables and with asthma control. The group
consisted of 42 participants, 66.7% male; with a mean age of 8.4 (£1.9), 54.8%
had asthma in the family and 78.6% were atopic. Twenty-six patients had
controlled asthma. The eosinophilic sputum pattern was predominant in the 42
patients. A greater presence of eosinophilic granulations was observed in the
uncontrolled asthma group (p=0.042) and a greater number of macrophages in
the controlled asthma group (p=0.027). Sputum induction proved to be safe and
feasible in the pediatric population. The eosinophilic inflammatory pattern
predominates among asthmatic children in this group. Eosinophilic granulations
predominated in uncontrolled asthma and macrophages in controlled asthma.
Sputum cytology assessment is a useful tool for the understanding of pediatric

asthma phenotypes in clinical practice.

Keywords: Children, sputum cytology, asthma control.
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1. INTRODUGAO

A asma é uma doenga respiratoria heterogénea e de evolugéo cronica,
que acomete adultos e criangas em todo o mundo (SALDANHA et al., 2014;
PIZZICHINI et al., 2020).

A apresentacgao clinica é caracterizada por sintomas diversos, entre eles
tosse e sibilancia, envolvendo graus variaveis de limitacdo de fluxo aéreo.
Tipicamente, essas alteragbes ocorrem associadas a inflamacdo e
remodelamento das vias respiratérias. Na infancia, os mecanismos envolvidos na
apresentacao da sibilancia sdo distintos, e podem ser estabelecidos a partir da
idade de inicio dos sintomas, presenca de atopia e associagao com infeccdes
virais (SALDANHA et al., 2014; CHONG-NETO et al., 2020).

Aproximadamente 15% da populagao infantil mundial tem diagndstico de
asma, refletindo em alto impacto pessoal e social, uma vez que a doenga sem
controle leva a atendimentos de emergéncia de repeticdo, intervencdes
hospitalares, uso de medicamentos, faltas a escola e piora na qualidade de vida
do paciente (DREWS et al., 2006; GINA, 2022). Em paises desenvolvidos, tem
sido importante causa de internagao hospitalar, principalmente em criangas com
idade inferior a cinco anos, nivel socioecondmico baixo e com tratamento
profilatico realizado de forma inadequada (MCGEACHIE et al., 2016).

Criangas com pais asmaticos apresentam maior probabilidade de
desenvolverem asma. Entretanto os fatores ambientais influenciam no
desencadear dos sintomas da doenga, como a urbanizagao, poluigdo outdoor,
clima frio, mudancas bruscas de temperatura, infeccao do trato respiratério
superior € inferior no inicio da vida, contato com fungos/acaros, fatores dietéticos,
respostas imunolégicas anormais, exposi¢ao passiva ao tabaco. Parte destes
fatores agem diretamente nas vias respiratérias, desencadeando resposta
inflamatdria e consequentemente edema, hipersecre¢cao de muco e contragao da
musculatura lisa brénquica. Além disso, criangas asmaticas podem ter
crescimento e desenvolvimento pulmonar anormal levando a maior risco de
problemas respiratorios ao longo da vida (DREWS et al., 2006; PALOMINO et al.,
2005, LOZANO et al., 2012; FORO DE LAS SOCIEDADES RESPIRATORIAS
INTERNACIONALES, 2017).
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A classificagdo adequada da gravidade e do controle da asma sé&o
fundamentais para melhorar a qualidade e perspectiva de vida das pessoas
acometidas pela doenga. Para determinar o grau de controle, habitualmente é
realizado um inquérito sobre os sintomas clinicos nas ultimas quatro semanas, por
meio de questionarios padronizados. Esses instrumentos foram desenvolvidos
para classificar a asma em controlada e ndo controlada, de acordo com a
apresentacao de sintomas (sintomas diurnos, sintomas noturnos, necessidade de
medicacdo de alivio, limitacdo para realizar atividades fisicas, numero de
exacerbacdes (ROXO et al., 2010). Essa avaliagao, juntamente com a avaliagao
pulmonar das criangas asmaticas buscam melhorar o acompanhamento e a
terapéutica desses pacientes (PIZZICHINI et al., 2020).

Nas ultimas décadas, a medicina de precisdo, tem sido utilizada para
melhorar a caracterizagdo dos fendtipos da asma e estabelecer alternativas de
tratamento para aqueles pacientes com asma grave nao controlada, os quais sao
um desafio na rotina de clinicos e especialistas. Considerando a validade do
método bem como o resultado satisfatério na colheita de uma amostra viavel,
como ja foi demostrada em estudos anteriores em criangas (GROOTENDORST,
2002; MORITZ, 2008; MOELLER, 2015) a técnica foi aplicada no presente estudo.

1.1 JUSTIFICATIVA

A citologia do escarro induzido € uma técnica segura, nao invasiva e de
custo acessivel capaz de contribuir para melhor entendimento da inflamacgao das
vias aeéreas, podendo ser indicado na rotina laboratorial para o auxilio ao
diagndstico, acompanhamento e orientagao das condutas terapéuticas, de acordo
com os achados na contagem diferencial das células presentes na amostra e

identificacdo do padrao inflamatério presente (VIANNA, 2008).

Esta técnica permite avaliar o padrao inflamatério bronquico do paciente
asmatico. O conhecimento deste padrdo inflamatério, hoje descritos como
eosinofilico, neutrofilico, misto (eosindfilos e neutrdfilos elevados) e

paucigranulocitico (niveis normais de eosindfilos e neutrofilos), pode auxiliar na
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conduta terapéutica, com a escolha do tratamento especifico e ajustados para
cada caso.

Diretrizes consagradas como o GINA (Global Initiative for Asthma)
recomendam a identificagdo do padrao celular do escarro, nos centros onde a
inducéo esta estabelecida, e a partir do resultado desse exame, personalizar o
tratamento com corticoides ou terapias complementares aos pacientes com
quadros de asma eosinofilica grave sem controle e também conhecer as células
envolvidas nos padrdes nao eosinofilico e, assim direcionar o tratamento
individualizado (FLEMING et al., 2012; SIMPSON & BAFADHEL, 2017).

A avaliagdo citologica do escarro induzido € uma técnica segura, nao
invasiva e de baixo custo, que possibilita diferir o padrao inflamatoério das vias
aéreas em criancas com asma. Auxilia também na orientacdo das terapias,
diminuir a necessidade de internagdes hospitalares e melhorar a qualidade de vida
dos pacientes.

Avaliar o padrao inflamatério pulmonar das criancas asmaticas, nos
diferentes graus de controle da doenga, podera contribuir com o entendimento da
asma controlada e asma n&o controlada, buscando conhecer os processos
patolégicos envolvidos e nortear o manejo da doenca grave na infancia.

O Complexo do Hospital de Clinicas (CHC) € um hospital de atengao
terciaria e apresenta potenciais recursos tecnoldgicos para imediata implantagao
a avaliagao rotineira da citologia de escarro no Servigo de Analises Clinicas e
atender as necessidades dos servicos de doencas respiratorias, reforcando o
padrao de exceléncia na assisténcia especializada aos pacientes com diagndstico

de asma e que necessitam de tratamento personalizado.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Principal

Avaliar o padrao celular do escarro induzido em criangas de 5 a 14 anos,

com diagnostico de asma, acompanhadas em um servigo especializado de

referéncia.
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1.2.2 Objetivos Secundarios

a) Verificar a exequibilidade do método da indugao do escarro em criangas
pré-escolares e escolares com asma;

b) Identificar a composi¢cao celular no escarro do grupo de asmaticos
avaliados;

C) Avaliar a associagado dos padrdes citolégicos encontrados com variaveis
clinicas e epidemioldgicas;

d) Avaliar associagao dos padrées encontrados na asma controlada e nao

controlada.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2 .1 EPIDEMIOLOGIA DA ASMA NA INFANCIA

A asma é considerada uma doenga crbnica que acomete cerca de 334
milhdes de pessoas em todo o mundo, sendo mais comum da infancia e
adolescéncia, e sua prevaléncia tem aumentado nas ultimas trés décadas.
Atualmente cerca de 250 mil ébitos no mundo foram causados por asma
(MARQUES et al.,, 2022). No ano de 2007, as doencas respiratorias foram
responsaveis por 30% dos obitos infantis nos paises em desenvolvimento
(MARTINS et al., 2011).

Na América Latina a prevaléncia de asma em toda a populagao esta
acima de 10% em todos os paises. O Brasil tem alta prevaléncia de asma
pediatrica, a qual tem sido a causa de aproximadamente 30% do total de
internagdes infantis e por cerca de 12% das readmissdes nos primeiros seis
meses apos a internagao inicial, sendo que criancas do sexo masculino tém maior
risco em comparagdao com meninas da mesma idade, assim como a obesidade
tem sido associada ao maior risco de desenvolver a doencga (SIILVA & DIAS, 2013;
WANG et al., 2016).

No Sul do pais 20% das criancas em idade escolar apresentam o
diagnostico de asma (CARDOSO et al., 2017). Somente no estado do Parana, nos
anos entre 2000 e 2015, houve 1.024.951 registros de hospitalizagdes de criangas
menores de cinco anos, e a asma foi a causa de 8,8% destas internacoes
(PREZOTTO et al., 2017 ).

2.2 FISIOPATOLOGIA DA ASMA

A asma € uma doenca respiratoria crénica heterogénea, caracterizada por
hiper-responsividade das vias aéreas inferiores, causando inflamagéo do sistema
respiratorio e limitagdes no fluxo respiratério, os quais podem ser reversiveis
naturalmente ou com tratamento, mas também podem ser irreversiveis (ARAGAO
et al., 2012; SALDANHA et al., 2014; BOONPIYATHAD et al., 2019).
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Os sintomas apresentados com maior frequéncia sédo dispneia, sibilancia
e tosse. A doenga pode surgir em qualquer idade, entretanto os sintomas e crises
aparecem nos primeiros cinco anos de vida (SALDANHA et al., 2014).

A asma pode ter sua génese ainda na vida intrauterina, uma vez que
fatores genéticos e ambientais estdo estreitamente relacionados ao
desenvolvimento e crescimento do sistema respiratorio, tornando-o mais sensivel
aos alérgenos e desenvolvendo processos inflamatérios. Entretanto os fatores
genéticos, para serem ativados, necessitam que haja contato com fatores
ambientais, como os alérgenos inalaveis (acaros, fungos, insetos, polen), os virus
respiratorios, (infeccdes pelo virus sincicial respiratério) nos primeiros anos de
vida e poluentes ambientais (como a fumaga de cigarro e poluentes particulados)
(SIILVA & DIAS, 2013; BOONPIYATHAD et al., 2019).

O processo inflamatério da asma é complexo, envolve mediadores
quimicos e diferentes células, tais como eosindfilos, neutrofilos, linfocitos,
macréfagos, mastocitos, células epiteliais e células do endotélio vascular. Esses
elementos promovem resposta exagerada das vias aéreas a diversos estimulos,
ocasionando obstrugao reversivel das vias aéreas (BOONPIYATHAD et al., 2019).

Os linfécitos possuem importante fungado na regulagao e expressao da
asma. Os alérgenos entram em contato primeiramente com as células dendriticas
do epitélio brobnquico; estas células quando expostas ao fator estimulador de
coloénia de macrofagos e granulécitos (GM-CSF) e na presenga da IL-4 iniciam a
captacédo e processamento do antigeno (alérgeno) com isso migram para os
linfonodos, onde irdo apresentar o antigeno aos linfocitos T helper (Th). Esses
linfécitos se diferenciam em Th1 e Th2, sendo os linfécitos T auxiliares CD4 *
(Th2), os quais secretam interleucina (IL)- 4, IL-5 e IL-13, que promovem a sintese
de IgE, e consequente recrutamento de mastécitos, baséfilos e eosindfilos
(GIAVINA-BIANCHI, 2017; RODRIGUES et al., 2021).

Os mastocitos, basdfilos e eosindfilos liberam histamina e leucotrienos. Os
fatores quimiotaticos liberados, junto aos fatores liberados pelas células Th2
CD4", facilitam a saida do eosindfilo da medula 6ssea até as paredes das vias
aéreas. Esta resposta, aliadas aos medidores liberados pelas células NKT e Th2

CD4*, resultam na producgao excessiva de muco, edema, inflamagao na parede
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dos brénquios, hiper-responsividade e broncoespasmo das vias aéreas vias
aéreas (Acharya; Ackerman, 2014).

Os eosindfilos, atraidos para o tecido respiratério, sdo leucdcitos
presentes na circulagdo sanguinea, originarios da medula 6ssea e presentes
também nos tecidos celulares periféricos. S&o células pertencentes ao sistema
imunoldgico inato e que contém granulos citotoxicos em seu citoplasma. O

processo de degranulagao pode ocorrer por quatro mecanismos, sendo eles:

1- Exocitose classica: granulos se fundem com a membrana
citoplasmatica, ocorre liberagdo de um unico conteudo.

2- Exocitose composta: dois ou mais granulos se fundem antes de
unirem-se a membrana celular, ocorre a liberacdo simultdnea de
multiplos conteudos granulares.

3- Degranulagao fragmentada: citocinas sao depletadas dos grénulos e
transportadas por vesiculas secretoras até a membrana plasmatica.
Nessa modalidade os granulos permanecem no interior da célula.

4- Citolise: gréanulos intactos sdo liberados para o espago extracelular
através do rompimento ou desintegragdo da membrana plasmatica
(MAHMUDI-AZER et al., 2010; MELO et al., 2013).

Por estes mecanismos, sao liberadas proteinas téxicas, como neurotoxina
derivada de eosindfilos (EDN), proteina catidénica eosinofilica (ECP), peroxidase
eosinofilica (EPO), proteina basica principal (MBP), ativagcdo mediada por

citocinas (IL-5), prostaglandinas e leucotrienos (PELAIA et al., 2020).

As proteinas dos granulos tém efeitos antiparasitarios, antitumorais e
antibacterianos, porém sao citotoxicas para o epitélio respiratério, causando
lesdes teciduais. Desta forma os eosindfilos estao relacionados a varias doencgas,
incluindo a asma, uma vez que bronco-constricao, produgao de muco, alteragao
da permeabilidade vascular e promocao da infiltragcao eosinofilica e neutrofilica
sao causadas por mediadores lipidicos dos eosindfilos. Além disso as IL-3 e IL-5
promovem a amplificacdo da resposta dos eosindéfilos na asma, a eosinofilia
tecidual juntamente com a eosinofilia em sangue periférico caracterizam
inflamagé&o alérgica e asma (PELAIA et al., 2020; SANTOS et al., 2020).



20

Os efeitos imediatos destas substancias sdo extravasamento de plasma,
edema, hipertrofia e ou hiperplasia da musculatura lisa, perda da integridade do
epitélio brénquico; secregcdo de muco, hiper-responsividade e consequente
estreitamento das vias aéreas inferiores, como pode ser visualizado na figura 1.
Geralmente com o cessar da crise e uso de corticoterapia inalatéria e ou sistémica
o dano é reversivel, embora em alguns pacientes a obstrugao brénquica pode ser
irreversivel e promover o comprometimento da fungao pulmonar (KUSCHNIR et
al., 2016; GLOBAL ASTHMA NETWORK THE GLOBAL ASTHMA REPORT,
2018).

Outra populagéo celular presentes na inflamagdo asmatica sdo os
macrofagos. Estas células se originam a partir de mondcitos que migram da
circulagao sanguinea para os tecidos e estdo associados a processos infecciosos
e inflamatoérios como a asma (BAIN, 2016). Estas células constituem cerca de 7%
das células dos pulmdes e se dividem em macréfagos intersticiais € macrofagos
alveolares (SHARMA et al., 2018) atuando na imunidade inata e desempenhando
papel na renovagdo e regeneracao tecidual (KULKARNI et al., 2018). Os
macrofagos alveolares séo encontrados na luz dos alvéolos e, independente da
sua origem, sao responsaveis pelo mecanismo de defesa inato (BALHARA, 2012;
FRICKER, 2017) e desempenham papel de ativagdo e supressao da inflamagao
(KULKARNI et al., 2018). Em individuos com asma os macrofagos alveolares sdo
classificados em M1 e M2 dependendo da sua fungdo; macrofagos M1,
classicamente ativados estédo relacionados a resposta imunolégica inata e aos
linfécitos Th1, liberacdo de lipo-polissacarideo (LPS), fator de necrose tumoral
(TNF) -a e interferon (IFN) -y, liberam interleucinas e quimiocinas inflamatdrias,
sao responsaveis pela imunidade contra patdogenos intracelulares e tumores. Ja
os macréfagos M2, ativados alternativamente, sdo responsaveis pela destruigdo
de parasitas, possuem alta atividade fagocitica, facilitam a resposta imunoldgica
Th2 e a secrecgao de citocinas (IL-4 e IL-13) que regulam o processo inflamatério
e estimulam o reparo tecidual das vias aéreas (MONIUSZKO et al., 2007; YANG
et al. 2012; FRICKER, 2017; DRAIJER et al., 2018; KULKARN!I et al., 2018).
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FIGURA 1: Cascata inflamatoria da asma.
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liberagdo de citocinas e consequente hiper-responsividade dos brénquios e broncoespasmo.

Fonte: O autor (2022), criado com BioRender.com

2.3 CLASSIFICACAO DO CONTROLE DA ASMA

Questionarios validados e padronizados como o do GINA, Questionario
de Controle da Asma (ACQ) (LEITE et al., 2008) e o Teste de Controle da Asma
(ACT) (SCHATZ et al., 2009) séo aplicados para avaliar os sintomas nas ultimas
quatro semanas (OLIVEIRA et al., 2016; PIZZICHINI et al., 2020; REDDEL et al.,
2022).

Estes questionarios possibilitam classificar o controle da asma, conforme
a padronizagao do questionario escolhido.

A avaliacao e classificagdao do controle da asma pode ser dado pela

aplicagdo do questionario ACT (Asthma Control Test), o qual foi validado em
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portugués para uso no Brasil por Roxo et al., (2010) e validado para criangas
menores de 12 anos por Oliveira et al., (2016). O teste reflete as condigdes do
paciente nas ultimas quatro semanas e € composto por sete perguntas sobre os
sintomas, uso de medicagcao de alivio e efeito da asma nas atividades diarias.
Estas perguntas tém pontuagdo que vao de 5 a 25 pontos, sendo que o controle
total da asma ocorre quando a pontuacgao for 25, ou seja, pontuagdo maxima para
todas as respostas. Pontuacido entre 20 e 25 considera-se asma controlada e
abaixo de 20 pontos é considerado um quadro de asma n&o controlada (ROXO et
al., 2010; SCHOETTLER N., 2020).

2.4 CITOLOGIA DO ESCARRO INDUZIDO

Em criangas, a investigagdo de doengas respiratorias é realizada pela
anamnese dos sintomas clinicos, avaliagdo clinica, exames de imagem
associados aos testes da fungado pulmonar como espirometria ou pico de fluxo
expiratorio (PFE), os quais evidenciam a presenca de obstrugcéo das vias aéreas,
auxiliando no diagnéstico e monitorando o controle da doenga (FLEMING et al.,
2012).

Os testes que avaliam diretamente a inflamacao das vias aéreas sao
pouco usados na clinica. A medida do Oxido nitrico no ar exalado (FeNO), a
analise do ar exalado condensado e o exame de citologia de escarro induzido,
sdo métodos menos invasivos (MORITZ et al.,, 2008), diferentemente da
fibrobroncoscopia, utilizada para obter lavado bronco alveolar e/ou espécimes de
tecido brénquico. Neste contexto, a citologia de escarro é considerada o padrao
ouro para investigacao do processo inflamatorio do trato respiratério de pacientes
com asma (KOLOSKOVA et al., 2017).

O teste de citologia de escarro é conhecido ha mais de 60 anos, entretanto
nas ultimas décadas a técnica foi aprimorada, padronizada de forma segura,
minimamente invasiva, facil de executar e reprodutivel, desta forma passou a ser
utilizada em pesquisas das doencas das vias aéreas (GONCALVES et al., 2014;
MORITZ et al., 2008) contribuindo para a identificagdo de fenétipos e endotipos

de asma em adultos e criangas, e os marcadores inflamatérios correspondentes,
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fornecendo informagdes que podem ser uteis para o progndstico e tratamento da
doenca em pratica clinica de rotina (REIS & MACHADO, 2017).

O conhecimento do processo inflamatorio das vias aéreas pode direcionar
o tratamento e assim evitar a exposigao do paciente as altas doses de corticoide
desnecessariamente, causando efeitos colaterais significativos (LA SCALA,
2005).

A técnica de inducdo e analise da citologia de escarro induzido foi
padronizado e validada para uso na pediatria com criancas entre 6 e 17 anos
independente da gravidade da asma (MOELLER et al., 2015), fato que influenciou
de forma positiva 0 acompanhamento e o tratamento da doencga, resultando em
diminuicdo nos episoddios de exacerbacdo e consequente necessidade de
intervengdes hospitalares aos pacientes acometidos por asma moderada e grave,
pois 0 conhecimento da celularidade do escarro induzido permite identificar a
auséncia ou presenca de inflamacgao e classifica-la em eosinofilica, neutrofilica ou
mista (MORITZ et al., 2008).

Cai Y. et al., (1998), em seu estudo, foram os primeiros a comparar os
resultados da citologia de escarro induzido de criangas saudaveis, atopicas e nao
atdpicas com criangas asmaticas assintomaticas, sintomaticas e em exacerbacgao.
Os resultados obtidos demonstraram maior contagem celular total, maior
percentagem de eosindfilos e de células do epitélio bronquico nos pacientes com
asma em exacerbagdo, em relacdo aos demais grupos. Entre as criangas
saudaveis houve predominio de macrofagos, de acordo com a normalidade celular
do aparelho respiratorio saudavel (CAl et al., 1998).

Na busca em estabelecer padrdes de inflamacédo Lex e colaboradores
consideraram resultados de eosinoéfilos >2,5% e neutréfilos <54%, como padrao
eosinofilico da inflamacgao; eosindfilos <2,5%), neutréfilos >54%, caracterizou o
padrdo neutrofilico; eosindfilos >2,5% e neutréfilos >54%, padrédo misto e
eosinodfilos <2,5% e neutrofilos <54% padrao paucigranulocitico (LEX et al.,
2005).

No Brasil, Palomino et al., 2005 avaliaram a citologia de escarro de 96
criangas atendidas pelo Ambulatorio de Pneumologia e Imunologia do Instituto da
Crianca do Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de

Sao Paulo. Neste estudo os pacientes foram agrupados de acordo com a
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gravidade da asma (leve, moderada, grave e exacerbagdo asmatica),
demonstrando que a contagem celular total foi maior no grupo com asma em
exacerbacao, seguida da maior percentagem de neutroéfilos também neste grupo.
Enquanto a maior porcentagem de eosindfilos foi descrita em pacientes com asma
grave, 0os pacientes com asma leve apresentaram maior porcentagem de
macrofagos (PALOMINO et al., 2005).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo observacional, analitico, do tipo transversal com

coleta prospectiva de dados e de espécimes bioldgico.

3.2 LOCAL E PERIODO DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana, junto ao Programa de Pds-Graduagcdo em Saude da Crianga e do
Adolescente da referida Universidade e os espécimes obtidos no Servico de
Alergia, Imunologia e Pneumologia Pediatrica do Complexo Hospital de Clinicas -
UFPR. Este servigo, atualmente atende aproximadamente 15 criangas por dia util
com diagnéstico de asma. O CHC-UFPR ¢é referéncia nacional no atendimento
aos pacientes com fibrose cistica, imunodeficiéncias primarias; asma grave;
angioedema hereditario; doengas alérgicas por pdlen; além de desenvolver

estudos clinicos e epidemioldgicos nas areas citadas.

Este estudo foi desenvolvido no periodo de outubro de 2019 a outubro
2021, assim como a coleta de dados de prontuario. A colheita de amostras
biolégicas ocorreu no periodo de setembro de 2019 a margo 2020, devido a

paralizacao das atividades pela pandemia do novo Coronavirus.

3.3 POPULACAO ALVO

A populagao pediatrica com diagndstico de asma assistidas pelo Servigo
de Alergia, Imunologia e Pneumologia Pediatrica do Complexo Hospital de

Clinicas — UFPR e demais centros que oferecem este atendimento no pais.
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3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidas no estudo criangcas com diagndstico de asma
determinado por médico pneumologista, cujos responsaveis legais concordaram
em participar da pesquisa e assinaram o Termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE).

3.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidas as criangas cujos responsaveis legais retiraram a
autorizacdo de participagdo, e/ou criangas cuja coleta de escarro nao foi
adequada (pouca secrecao ou dificuldade para expelir o escarro) (Figura 2). As
amostras coletadas adequadamente, mas que na analise citoldgica,
apresentavam viabilidade celular inferior a 50% (Figura 3), ou ainda contagem
diferencial com mais de 20% de células epiteliais escamosas (Figura 4). Nao

foram excluidas criangas que relataram exacerbagao recente.

3.6 POPULAGCAO DE ESTUDO

Considerando os critérios de inclusdo, a populacdo recrutada foi
composta por 60 criangas com diagnostico prévio de asma.
E considerando os critérios de exclusao, a populagcao de estudada foi

composta por 42 participantes.

3.7 TECNICA DE AMOSTRAGEM

As 60 criangas avaliadas foram selecionadas de modo nao probabilistico
e de forma sistematica. Os pacientes com diagndstico de asma foram convidados
a participar deste estudo ao chegarem para consulta nos ambulatérios do CHC-
UFPR, SAM 2 e SAM 3.

Apos receberem toda explicagdo da pesquisa e 0S responsaveis

assinarem o Temo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), uma data era
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agendada para que comparecessem ao Servico de Alergia, Imunologia e
Pneumologia Pediatrica do CHC-UFPR, localizado na Rua Padre Camargo, 543,

para a avaliagao clinica e do controle da asma, indugao e coleta do escarro.

3.8 VARIAVEIS E PROCEDIMENTOS DO ESTUDO
a) Avaliacao Clinica e Avaliagao da Atopia

Como primeiro passo era realizada a avaliagao clinica, pelos médicos do
servigo, com exame fisico e medida de dados antropométricos e dados vitais.

Dados clinicos pregressos dos participantes em relacédo ao tempo de
diagnostico, medicagdes em uso, comorbidades, doencgas alérgicas associadas e
exames radiologicos foram coletados dos prontuarios e anotados em uma ficha
de avaliagao confeccionada para esta finalidade.

Ainda nos prontuarios foram obtidos valores de contagem absoluta de
eosindfilos em sangue periférico (realizada no Setor de Hematologia do CHC-
UFPR) e da dosagem de IgE total (realizada no Setor de Imunoquimica do CHC-
UFPR) por meio de automagéo. Foram considerados alterados hemogramas com
eosindfilos acima de 400 x10%/uL e dosagem de IgE total acima de 100 Ul/mL,
conforme valores de referéncia utilizados pelo Laboratério de analises Clinicas do
CHC UFPR. Para estas analises buscou-se os resultados coletados no maximo
ha um ano a data da indugao do escarro, para posteriormente estabelecer uma
associagao fidedigna com os achados da citologia do escarro.

Detalhes do Teste Cutaneo Alérgico (TCA) por puntura foram obtidos do
prontuario do paciente. O TCA é realizado de rotina no servico e os alérgenos
testados incluem: Controle positivo (histamina);  Dermatophagoides
pteronyssinus; Blomia tropicalis; Blatella germanica; Canis familiaris; Felis
domesticus; Lolium multiflorum e controle negativo (soro fisioldgica 0,9%). O teste
foi considerado positivo quando a papula apresentava didametro superior a 3 mm

comparada ao controle negativo (DORTAS et al., 2013).
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b) Avaliacao do Controle da Asma

Apos a avaliagao clinica, o participante, acompanhado pelo responsavel,
foi submetido ao Asthma Control Test (ACT, Teste de Controle da Asma) validado
em portugués para uso no Brasil por (ROXO et al., 2010).

Para aplicacdo deste questionario utilizou-se uma sala do Servico de
Alergia, Imunologia e Pneumologia Pediatrica do CHC-UFPR, sendo aplicado de
forma individual por um dos pesquisadores. No questionario ACT validado para
criangas de 4 a 12 anos, quatro perguntas eram feitas diretamente as criangas,
com ilustragdes para facilitar a interpretacdo pela crianga, e 3 perguntas eram

feitas ao responsavel cuidador (apéndice 2).

c) Indugao do escarro

Em uma sala prépria para manipulagdo de material bioldgico (colheitas
sanguineas, aplicagdo de imunobiolégicos) do Servigo de Alergia, Imunologia e
Pneumologia Pediatrica do CHC-UFPR, as criancas avaliadas foram submetidas
a inducéo do escarro de acordo com o metodo desenvolvido por Pizzichini et al.,
(1996), o qual foi modificado pelo servico e executado por uma profissional
fisioterapeuta treinada. Todas as indugdes foram realizadas pela mesma
profissional e acompanhada por médico especialista do servico.

Para a inducdo do escarro, o participante sentado em uma cadeira,
realizou inalagdes de solugdes salinas hipertbnicas. Inicialmente solugao salina a
3%, e caso nao houvesse resposta na producédo de secrecado, aumentava-se as
concentragbes de maneira seriada para 4% e apods 5%. Para tal, utilizou-se
nebulizador de membrana ativa (tecnologia Mesh, Nebzmart, marca Glenmark,
2018). Cada nebulizagdo durava aproximadamente sete minutos e ao final de
cada uma, o participante era orientado a enxaguar a boca, deglutir agua, assoar
0 nariz para diminuir a contaminagao por saliva ou descarga pés nasal e instruido
a tossir e depositar o escarro em recipiente limpo e estéril que foi mantido em
geladeira por no maximo duas horas (DREWS et al., 2006; GONCALVES et al.,
2014; PALOMINO et al., 2005).
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Buscava-se no minimo um espécime com volume de 0,5 mL de escarro,
sendo que, para tal as nebulizagbes seriadas chegaram a durar até 21 minutos
(trés nebulizagdes). Apds as trés nebulizagdes, se ndo houvesse sucesso na
indugao do escarro, ou a crianga relatasse desconforto respiratério o processo era
interrompido.

A percepcao de desconforto respiratério e/ou a ausculta de sibilancia
foram considerados como critérios para suspensao do procedimento de inducao.
Apos suspensao do procedimento de inducdo, nos casos de desconforto
respiratorio, foi administrado 400 ug de salbutamol, aerossol, com espacador e
mascara. O exame também foi encerrado quando um espécime adequado de
escarro foi obtido (0,5 mL) (DREWS et al., 2006; GONCALVES et al., 2014;
PALOMINO et al., 2005), (Figura 2).

Todos os procedimentos foram acompanhados por um médico do servigo,

com a avaliagao clinica periddica durante toda a indugéo do escarro.
d) Exame do escarro

Apds a coleta os espécimes foram encaminhadas ao setor de
Hematologia do Laboratério de Anadlises Clinicas do CHC-UFPR, o
processamento dos espécimes foi realizado e analisado por uma Unica
profissional farmacéutica bioquimica, a qual foi treinada pelo Nucleo de Pesquisa
em Asma e Inflamacdo das Vias Aéreas do Hospital Universitario Professor
Polydoro Ernani de Sao Thiago da Universidade Federal de Santa Catarina,
(NUPAIVA — HU — UFSC), de acordo com método desenvolvido por (PIZZICHINI
et al., 1996). As amostras de escarro foram processadas em até duas horas apés
a coleta. De acordo com as normas preconizadas pelo método, o processamento
da amostra iniciou com a separacao de plugs presentes na amostra em
quantidade de aproximadamente 100mg. Apods esta separagao foi adicionado
ditiotreitol (dtt) para fluidificar a amostra e em seguida acrescentou-se tampao
Salina-Fosfato (PBS) pH 7,4. Entdo a amostra foi filtrada em filtro de nylon 50 um
para retirada de debris, passando por nova pesagem seguida de centrifugacao
3200 rpm por 10 minutos e o pellet ressuspenso em 200 — 600uL de tampéao por
(PIZZICHINI et al., 1996).
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Deste volume aproximadamente 100uL foram utilizados para confeccionar
as laminas em cito-centrifuga e posteriormente coradas pela coloragdo de May-
Grunwald-Giemsa. A contagem em camara de Neubauer modificada foi realizada
pela diluicdo 1:1 de amostra ressuspendida em PBS, com corante azul de trypan,
o0 qual possui a capacidade de corar o nucleo das células mortas através da
penetracdo do corante pelos poros da membrana nuclear, possibilitando a
determinacao da viabilidade celular do material. O somatério das células integras
determinou o numero total de células da amostra e a partir do total, o calculo da
porcentagem de células viaveis foi realizado. Na lamina corada foram analisadas
as caracteristicas celulares (porcentagem de neutrdfilos, eosindfilos, macrofagos,
linfécitos e células escamosas), em 400 células contadas (PIZZICHINI et al.,
1996).

O espécime foi considerado adequado quando houve pouca
contaminagao por saliva (< 20% de células escamosas); viabilidade celular
superior a 50%, visualizada em uma caémara de Neubauer (hemocitdbmetro) e
possibilidade de analisar pelo menos 400 células (DREWS et al., 2006), conforme

demonstrado nas figuras 3 e 4.
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FIGURA 2: Fluxograma da indugéo e colheita de escarro e frequéncia de espécimes de escarro
obtidas.

Recrutamento das 60
criancas

Inalacdo com Solucio Salina
Hiperténica

3% a 5%

£ Criancas ne 58 amostras enviadas
ao laboratorio

Fonte: O autor, (2021)



FIGURA 3: Fluxograma do processamento dos espécimes.

Amostras processadas no
Labaoratério de Analises Clinicas

Pesar aproximadamente 100mg de
‘plugs” da amostra

Fluidificar com ditiotritol 0,1%
(volume de 4x peso da amostra)

Adicionar mesmo volume de PBS
pH T4

Filtrar em filtro de nylon 50 pm

Centrifugar, separar sobrenadante e ressuspender
o precipitado com 600puL de PBS pH 7.4

Misturar 20 pL de amostra e 20 pL de azul de
trypan, contar em caAmara de neubauer

Confecgdo da lamina em cito
centrifuga. 6 a 450 RPM

5 amostras com viabilidade

celular inferior a 50%

FONTE: O autor, (2021).
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FIGURA 4: Fluxograma da leitura da Iamina e classificacao do padréo celular do escarro.

Legenda: * Lex et al. (2005).
FONTE: O autor, (2021).
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3.9 TABULAGAO E GERENCIAMENTO DE DADOS

Todos os dados dos pacientes que constituiram o grupo com asma
controlada e o grupo com asma nao controlada foram coletados e registrados
exclusivamente pelo pesquisador, imediatamente apos a avaliagdo clinica e
aplicacdo do questionario ACT. Posteriormente foram digitados em planilha
eletrbnica Microsoft office Excel, juntamente com os resultados do exame
laboratorial de citologia de escarro, contagem de eosinéfilo em sangue periférico
e dosagem de IgE, apdés conferidos foram exportados para o software de
estatistica Software R versdao 4.0.5, de propriedade da empresa Smart Stat

Analysis.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Na analise descritiva, as variaveis continuas foram expressas em termos
de medidas por medidas de tendéncia central, Média e mediana. Medidas de
variagdo, desvio padrédo e intervalos interquartis, enquanto as variaveis
categoricas foram expressas em termos de frequéncias e porcentagens.

Para a comparagao dos dois grupos nas variaveis continuas foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para as variaveis que nao seguiam
distribuicdo normal (teste de Anderson-Darling) e eram homogéneas (teste de
Bartlett). Nas variaveis categoricas foi utilizado o teste exato de Fisher.

O nivel de significancia adotado nos testes foi de 0,05. Foram consideradas
hipoteses bicaudais. Além disso, os intervalos de confianga construidos foram de
95%.

O software R versao 4.0.2 foi utilizado para a realizagédo de todas as

analises.
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3.11 ETICA EM PESQUISA

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos (CEP-SH) do CHC UFPR, em reuni&o realizada no dia 19 de outubro
de 2019, sob registro 3.648.296/ 2019 (apéndice 1).

Os pais ou responsaveis pela crianga foram informados de forma clara e
detalhada sobre os objetivos do estudo, beneficios e riscos esperados, e o carater
voluntario da participagado, bem como deixado aberta a possibilidade de recusar a
participacao da crianca no decorrer do estudo e consentiram através da assinatura
do TCLE.

3.12 MONITORIZACAO DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada considerando as medidas de protegao,
minimizacao de riscos, confidencialidade, responsabilidade do pesquisador e da
instituicdo, de acordo com o compromisso firmado com o Comité de Etica e
Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do

Parana na ocasiao de submissao do projeto.

3.13 LIMITAGOES DA PESQUISA

No inicio da pesquisa o numero previsto de amostra incluidas era de 94
criangas, considerando erro de 5% e nivel de confianca de 95%. Entretanto, com
o inicio da pandemia do novo coronavirus, no ano de 2020 e 2021, as coletas
foram suspensas no dia 18 de marco de 2020, com 60 criancas avaliadas e 58
amostras coletadas.

Além disso, ao buscar os resultados de exames de hemograma para
contagem absoluta de eosindfilos no sangue periférico e dosagem de IgE sérica
em prontuario, foi observado que havia exames solicitados, porém nao coletados
pelos participantes, o que prejudicou algumas associacbes de variaveis

analisadas.
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3.14 FOMENTO PARA PESQUISA, PROFISSIONAIS E SERVICOS
ENVOLVIDOS

Esta pesquisa nao recebeu fomento de instituicao financiadora, entretanto
contou com o apoio e participagao do Servigco de Alergia e Pneumologia Pediatrica
do CHC UFPR, com profissionais capacitados e equipamentos de nebulizacio
para coleta do escarro induzido. Também contou com apoio do Laboratério de
Hematologia/ Liquidos e Liquor do CHC UFPR, com material de laboratério e

profissional capacitado para realizagao da analise citolégica do escarro induzido.
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4, RESULTADOS

4.1 DADOS CLINICOS, EPIDEMIOLOGICOS E AVALIACAO DA ATOPIA

A amostra final foi composta por 42 espécimes de escarro viaveis para
analise da citologia, todas de criangcas asmaticas, acompanhadas no ambulatério
de Pneumologia Pediatrica do CHC-UFPR.

Vinte e oito participantes (66,7%) do sexo masculino; a média de idade do
grupo foi de 8,4 (£1,9) anos. Vinte e seis participantes (61,9%) residiam na cidade
de Curitiba, oito (19,5%) residiam na regido metropolitana e oito (19,5%) residiam
em cidades do interior do estado do Parana.

Quando questionado se havia diagnostico de asma na familia, 23 (54,8%)
responderam que sim, o grau de parentesco e frequéncia foi classificado em pais
e/ou irmao, avos, tios e/ou primos, conforme descrito na tabela 1.

A primeira crise de sibilancia ocorreu na mediana de idade de 24 meses
(9,25 - 48,0). O relato de exacerbagao de asma superior a duas vezes por ano foi
descrito por 32 participantes (76,2%), sendo que igual numero precisou de
atendimento de emergéncia. Dezesseis (38,1%) precisaram de internagdo e 5
(11,1%) apresentaram exacerbagdes graves com necessitaram de admissdo em
unidade de terapia intensiva (UTI).

Todas as criancas incluidas no estudo estavam fazendo uso de
tratamento para controle da asma, sendo que 28 criangas (66,7%) faziam uso de
corticoides inalatorio e/ou sistémico e 14 (33,3%) utilizavam outros medicamentos
nao pertencente a classe de esteroides. O uso de outras de medicamentos de
manutencdo para outras doencas nao respiratorias foram descritas por oito
criangas (19,1%).

Entre os participantes que usavam corticoide inalatorio (28/42), 7 (25%)
precisaram de internagdo e 21 (75%) nao precisaram ficar em hospital para
manejar a exacerbacado. O numero de internagdes entre os participantes tratados
com corticoide inalatério teve mediana e intervalo interquartil de 0 (0,0-0,25),
enquanto os pacientes ndo tratados com corticoide apresentaram mediana e
intervalo interquartil de 1,5 (0,0-5,0).
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Desta forma o uso de corticoide inalatorios foi estatisticamente
significativo quando comparado a necessidade de internagao hospitalar, p=0,02
(Teste Exato de Fischer) e a quantidade de internagcao dos pacientes tratados,
p=0,019 (Teste de Mann-Whitney).

Dezenove participantes coletaram sangue total para hemograma, exame
que permite quantificar eosinofilos circulantes; e 17 coletaram sangue para
dosagem de IgE no soro. Os 19 espécimes de sangue total, tiveram mediana da
contagem de eosindfilos absoluta de 577,0/uL, enquanto a dosagem de IgE sérica
dos 17 pacientes que realizaram este exame teve mediana de 810,0Ul/mL,
conforme descrito na tabela 1.

O Teste Cutaneo Alérgico foi realizado em todos os pacientes estudados,
com resultado positivo em 33 (78,6%) dos pacientes, para ao menos um dos

alérgenos testados.
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TABELA 1: Caracteristicas sociodemograficas e de atopia do grupo de estudo.

CARACTERISTICA FREQUENCIA, MEDIA E MEDIANA
Sexo - Masculino 28 (66,6) *#
Idade (anos) * DP 8,4 (x1,9)*
Residéncia
e Curitiba 26 (61,9)#
e Regido 8(19,1)#
metropolitana 8(19,1)#

e Interior do Parana

Comorbidade

e Conjuntivite 12 (28,6) *

e DA 10 (23,8) #

e Rinite 40 (95,2) #
Asma Familia 23 (54,8)*

e Pais e/ou irméaos 16 (69,6) #

e Avés 05 (21,7)*

e Tios e/ou primos 02 (8,7)*
Teste Cutaneo Positivo 33 (78,6) *
Eosinéfilos/uL em SP 577,0 (355,0 - 1300,0) **
IgE Ul/mL em SP 810,0 (337,0 - 2707,5) **
Idade da 1° crise (meses) 24 (9,3 —48) **
Exacerbagées no ultimo ano

e >2xnoano 32(76,2) #

e Emergéncia 32 (76,2)*

e Internacdo 16 (38,1)*

e UTI 5(11,1)%

Legenda: *;: Média (Desvio padrao). **: Mediana (intervalo interquartil).
#: N (frequéncia %). SP: sangue periférico.
Fonte: O autor, (2021).

4.2 CONTROLE DA ASMA

De acordo com questionario ACT, que avalia o controle da asma nas
ultimas quatro semanas, 26 pacientes (61,9%) estavam com a asma controlada e
16 (38,1%).
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Buscou-se a associagao do controle da asma com variaveis clinicas,
epidemioldgicas e dados de tratamento. Na analise dos grupos asma controlada
e nao controlada, foi observado que o grupo com controle da asma teve média de
pontuacédo do ACT de 23,6 + 2,00, média de idade de 8,5 + 1,96 anos e a primeira
crise de asma com mediana de 24 (12 — 48) meses de vida da crianga. O numero
de atendimento de emergéncia superior a 2 vezes ao ano, relatada por 19 (73,1%)
dos participantes, enquanto eventos que precisaram internacao foi descrita por
sete (26,9%) e 1(3,9%) precisou ser internado e consequentemente transferido
para UTI. O histérico de asma na familia foi relatado por 15 (57,7%), o predominio
de parentesco foi pais e/ou irmao, a convivéncia com familiar fumante foi descrita
por 2 (11,1%) participantes.

Por sua vez, o grupo com asma nao controlada apresentou média de
pontuacao do ACT de 14,9 + 3,9, média de idade de 8,2 + 2,04, sendo que neste
grupo a primeira crise de asma ocorreu numa mediana de 12 (5,25 - 27) meses.
O numero de atendimento de emergéncia superior a 2 vezes ao ano, relatado por
13 (81,3%), mediana de internagéo, descrito por nove (56,3%) participantes e 4
(25,0%) precisaram de UTI. Relatos de casos de asma na familia ocorreram em
8 (50,0%), também com predominio entre pais e/ou irmaos.

Ao comparar 0os grupos, observou-se que a idade da primeira crise de
asma foi significativamente menor no grupo de asma néo controlada e a dosagem
de IgE [1295,8 (410,4-2369,3) Ul/mL] e a contagem de eosindfilos [958,5 (396,5-
1381,25) /uL] em sangue periférico foi significativamente maior no grupo com
asma nao controlada. A necessidade de internagdo em UTI demonstrou uma
tendéncia de ser mais frequente no grupo com asma nao controlada. As demais

variaveis nao apresentaram diferencga (tabela 2).
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TABELA 2: Associagdo entre asma controlada e n&o controlada com variaveis clinicas,
epidemioldgicas e dados de tratamento.

VARIAVEIS CONTROLE DA ASMA
Controlada N&o Controlada VALOR DE P
26 (61,9%) 16 (38,1%)
Idade (anos) + DP 8,5 (x1,9) * 8,2 (x2,0)* 0,563 2
Idade 1° crise (meses) 24 (12 —48)** 12 (5,25 - 27,0) ** 0,05°
Comorbidades
e Conjuntivite 6 (23,1%) * 6 (37,5%)* 0,4832
e DA 4 (15,4%) * 6 (37,5%) * 0,142
e Rinite 25(96,2%) * 15(93,8%) # 1,02
Teste Cutaneo positivo 19 (73,2%) *# 14 (87,5%) * 0,4422
Eosinofilos/uL em SP 512,0 (355,0-846,5) **  958,5 (396,5-1381,25) ** <0,001°
IgE Ul/mL em SP 764,9 (200,2-2578,8) **  1295,8 (410,4-2369,3) ** <0,001°
Exacerbacgoes
e >2x no ano e 19 (73,1%) * 13 (81,3%)# 0,715
emergéncia
e Internagio 7 (26,9%) # 9 (56,3%) * 0,101°
e UTI 1(4,0%) # 4 (25,0%) * 0,061°
Em uso de corticoide 19 (73,1%) # 9 (56,3%) *# 0,322
inalatorio

Legenda: a: Teste de Fisher. b: Teste de Mann-Whitney. *: Média (Desvio padrdo). **: Mediana
(intervalo interquartil). #: N(frequéncia). SP: sangue periférico. Asma controlada - ACT=20. Asma
néo controlada — ACT < 20.

Fonte: O autor, (2021).

4.3 AVALIACAO DA CITOLOGIA DE ESCARRO

Dos 58 espécimes de escarro encaminhadas ao laboratoério para analise
da citologia, 16 foram excluidas do estudo. Quatro espécimes eram insuficientes
para realizar o exame, cinco tiveram viabilidade celular inferior a 50% e sete
espécimes eram compostos por mais 20% de células epiteliais escamosas, na
contagem diferencial.

O resultado do exame de citologia de escarro induzido das 42 amostras

avaliadas, foram descritos em mediana e intervalo interquartil, na tabela 3.



42

TABELA 3: Resultado da citologia de escarro das 42 amostras estudadas.

VARIAVEIS MEDIANA (INTERVALO INTERQUARTIL)

Células/mL de escarro 2,8 (1,11 -7,80)
Viabilidade celular (%) 79,0 (67,0 — 89,0)
Eosinéfilos (%) 10,0 (5,0 — 33,0)

Neutroéfilos (%) 38,0 (11,25 -60,0)
Macréfagos (%) 31,0 (10,0 — 51,5)

Linfécitos (%) 3,0 (0,25 -6,75)

Células epiteliais (%) 0,0(0-0)

Fonte: O autor, (2021).

Nos 42 espécimes estudados, foi determinado o padrdo de escarro de
acordo com classificagéo ja citada. Houve predominio do padrao eosinofilico 23
(54,8%), seguido pelo padrao misto 11 (26,2%) conforme descrito no grafico 1. O
padrao de celularidade predominante foi o eosinofilico, independente da asma

estar controlada, ou ndo controlada.

GRAFICO 1: Distribuigao dos padrdes de escarro nos espécimes estudados.

Distribuicao do Padréo Celular do Escarro
induzido entre os 42 espécimes analisados.

14%

26% \

5%
@ Paucigranulocitico
Neutrofilico

M@ Eosinofilico

B Misto

55%

Legenda: Padrao eosinofilico: {eosindfilos = 2,5% e neutrdfilos < 54%}. Padrao misto: {eosindfilos =
2,5% e neutrdfilos = 54%}. Padrao neutrofilico: {eosindfilos < 2,5% e neutréfilos = 54%}. Padrao
paucigranulocitico: {eosindfilos < 2,5% e neutrofilos < 54%]} Lex et al., 2005.

Fonte O autor, (2021).
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Para a anadlise estatistica dos padrbes, estes foram agrupados em
eosinofilos superior a 2,5 (grupo eosinofilico) (34 amostras), composto pelo
padrdao eosinofilico e misto; e grupo eosindfilos inferior a 2,5 (grupo néao
eosinofilico) (08 amostras), formado por paucigranulocitico e neutrofilico.

Desta forma foi possivel observar que o relato de asma na familia foi
positivo para 18 (54,55%) dos participantes do grupo eosinofilico e em 5 (55,56%)
grupo nao eosinofilico, em ambos os grupos o vinculo de maior frequéncia foi pais
e/ou irméos com 12 (66,67%) e 4 (80%), respectivamente. Apenas dois
participantes de cada grupo relataram ter convivio com pessoa fumante. Rinite e
teste cutaneo positivo, foram mais frequentes no grupo classificado eosinofilico
(tabela 4).

Foi comparado o padrdo da citologia do escarro induzido com os
resultados dos exames de sangue realizados, o grupo eosinofilico teve mediana
de resultados de eosindfilos absolutos em sangue periférico de 706,6/uL (480,8-
1344,8) e a dosagem de IgE mediana de 1052,9 (393,9 — 2778,4) Ul/mL, nesta
associagao as dosagens laboratoriais foram significativamente maiores no grupo
eosinofilico. Foi verificado a associagao entre as variaveis clinicas e de controle
da asma e os achados de citologia do escarro, 0os quais ndao apresentaram

significancia estatistica nas comparagdes, conforme descrito na tabela 4.



TABELA 4: Comparagao entre os grupos eosinofilico e ndo eosinofilico com as variaveis clinicas,

epidemioldgicas e dados de tratamento.
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VARIAVEIS PADRAO DO ESCARRO VALORDE P
Grupo Eosinofilico Grupo néao Eosinofilico
n= 34 (81%) n= 08 (19%)
Idade (anos) * DP 8,7 (x1,8) * 7,3 (£2,2) *
0,0872

Idade 1° crise (meses) 24 (9-48) ** 12 (12-36) ** 0,547°
Fumante na familia 1(8,3) * 2(28,6) * 0,2122
Comorbidades

e Conjuntivite 6(18,2)* 6(66,7)* 0,009°

e Da 6(18,2)* 4(44,4)% 0,1812

e Rinite 31(93,9) # 9(100) # 1,002
Teste cutaneo positivo 26 (78,8) # 7(77,8)# 1,002
Eosinofilos/uL em SP 706,5(480,8-1344,8) ** 200,0(190-295) ** <0,001
IgE Ul/mL em SP 1052,9(393,9-2778,4) ** 145,5(137,8-1169,0) ** <0,001
Exacerbagées

e >2xnoano 26 (78,8) # 6 (66,7) % 0,6692

e Emergéncia 24 (72,7) * 8 (88,9) # 0,4162

e Internagio 12 (36,4)* 4 (44,4)% 0,711

e Ut 4(12,1)# 1(11,1)# 1,0002
Em uso de corticoide 24 (72,7) * 4 (44,44)# 0,1332
inalatério
Asma controlada 20 (60,6) * 6 (66,7)# 1,0002

Legenda: a: Teste de Fisher. b: Teste de Mann-Whitney. *: Média (+x Desvio padrdo). **: Mediana
(intervalo interquartil). #: N (frequéncia %). SP: sangue periférico. Grupo eosinofilico: padrao misto
e padréo eosinofilico. Grupo néo eosinofilico: padréo neutrofilico e padrdo paucigranulocitico.
Fonte: O autor, (2021).

4.4 ASSOCIACAO DA CELULARIDADE DO ESCARRO COM O CONTROLE DA
ASMA

A avaliacao da citologia de escarro entre os grupos de asma controlada e
nao controlada apresentou porcentagem da viabilidade celular teve mediana de
73,5% (66,0- 88,5) grupo controlado e no grupo nao controlado foi 80,5% (75,5 —
83,5).
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As medianas e o intervalo interquartil da celularidade do escarro no grupo
com asma controlada e asma nao controlada pode ser contemplado na tabela 5 e
na figura 5, onde é possivel observar a diferenga estatistica (p=0,027) na mediana
de macroéfagos quando realizada a comparagao dos grupos asma controlada e
asma nao controlada.

Na pesquisa e contagem de eosinofilos ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os dois grupos, porém ao avaliar a presenga de granulos
eosinofilicos no espaco extracelular, a qual foi classificada em ausente e presente,
teve presencga significativamente maior no grupo com asma nao controlada

(p=0,042), grafico 2 e figura 6.

TABELA 5: Resultados da citologia de escarro dos grupos asma controlada e nao controlada.

VARIAVEIS MEDIANA (INTERVALO INTERQUARTIL) VALOR DE P*

Asma controlada Asma nao controlada

Células/mL de escarro 3.0 (1,1-9,9) 2,1 (1,1-6,2) 0,641
Viabilidade celular (%) 73,5 (66,0-88,5) 80,5 (75,5-83,5) 0,338
Eosinofilos (%) 8,5 (4,3-23,3) 20,0 (5,8-42,0) 0,233
Neutrofilos (%) 29,5 (11,3-50,3) 46,0 (13,3-67,3) 0,369
Macréfagos (%) 42,0 (20,3-63,8) 11,5 (5,8-37,3) 0,027
Linfocitos (%) 4,0 (0,5-7,0) 3,0 (0,8-4,0) 0,419

Legenda: * Teste de Mann-Whitney
Fonte: O autor, (2021).
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FIGURA 5: Distribuicdo em percentual de células em asma controlada e asma nao controlada.

Viabilidade celular
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A 1 p=0.641 B | p-=0338"
Alg
401
a0
[i1og |
L]
204
]
ai -
1%
o T — PLE i
Asma controlada - - Asma néo controlada Asma controlada Asma ndo controlada
% Eosindfilos % Neutrdfilos
c Il p=0233 i) p= 0,364

754

2

a0
254
FR
2 |
Asma controlada Asma ndd controlada Asma controlada Asma nE.o contralada
% Macrifagos % Linficitos
e p= 0,027 E - p=10419
20
=
154
104
as
1 ] ]
Asma controlada Asma ndo controlada Asma contrlolada Asma ndo controlada

Legenda: Medianas de: A) Células por mL de escarro, B) Viabilidade celular, C) Eosindfilos, D)
Neutrofilos, E) Macréfagos e F) Linfocitos. Percentagem da mediana de células observadas de
acordo com o controle da asma. Asma controlada — ACT =20, Asma nao controlada — ACT < 20.
Fonte: O autor, (2021).
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GRAFICO 2: Presenca de granulos de eosindfilos nas amostras de pacientes com asma
controlada e n&o controlada.

Presenca de Granulos Eosinofilicos vs Controle da
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B Granulos Eosinofilicos Presentes B Granulos Eosinofilicos Ausentes

Legenda: Valor de p=0,042; Teste exato de Fisher. Asma controlada — ACT 220, Asma
nao controlada — ACT < 20. Granulos de eosindfilos presentes: granulos dispersos para
fora do espago citoplasmatico. Granulos eosindfilos ausentes: granulos no espaco
citoplasmatico.

Fonte: O autor, (2021).
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FIGURA 6: llustragdo da presenca de granulos de eosinofilos nos espécimes de escarro.

Legenda: Eosindfilos com seus granulos liberados para o espago extra-celular.
Fonte: O autor, (2020).
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5. DISCUSSAO

5.1 A INDUCAO DO ESCARRO E A VIABILIDADE DO ESPECIME

A inducédo do escarro em criangas com asma apresentou-se viavel, segura
e nao invasiva. Nao houve eventos adversos durante o procedimento que
necessitassem a interrupgéo e 70% das amostras foram consideradas adequadas
para analise.

As maiores perdas de amostras aconteceram no inicio do periodo de
coleta, momento no qual a técnica estava em desenvolvimento e, manobras que
otimizaram a induc&o do escarro, estavam sendo aprimoradas.

A inducao de escarro em criancgas requer treinamento especifico e pode
levar a intercorréncias durante o procedimento, como estimulo de tosse de forte
intensidade e, especialmente, acarretar broncoespasmo. Autores como Palomino
et al. (2005), obtiveram 67% de sucesso na indugdo escarro de criangas e
adolescentes de 6 a 18 anos. Estes autores consideraram o espécime adequado
quando, na camara de Neubauer, foi obtido quantidade igual ou superior a 50%
de células vivas e inferior a 80% de células epiteliais escamosas. Chen et al.
(2013) estudaram populagdo saudavel com idade de 5 a 16 anos e obtiveram
59,8% de sucesso na induc¢ao do escarro ao excluir da sua amostra os espécimes
com contagem superior a 20% de células epiteliais escamosas na contagem
diferencial e viabilidade celular inferior a 40%. Enquanto Staticescu et al., (2014)
estudaram grupo de 6 a 18 anos com asma, a taxa de sucesso da indug¢ao do
escarro foi de 82%, considerou espécime adequado, aqueles com ao menos 400
células ndo escamosas na camara de neubauer e excluiu espécimes cuja
contagem diferencial maior ou igual a 80% de células epiteliais escamosas,
excluindo pacientes com mais de duas exacerbagdes ao ano e nao considerou a
viabilidade celular.

Neste estudo a populacdo avaliada era composta por criangas mais
jovens, de 5 a 12 anos, com mediana de idade de 8,4 (+1,97) anos, o que torna a
indugao do escarro mais desafiadora. Os critérios adotados para considerar um
espécime adequado foi rigoroso quando comparado aos estudos citados, onde os

espécimes considerados adequados deviam apresentar uma somatéria de
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condigdes, com viabilidade celular superior a 50% e com contagem diferencial de
células epiteliais escamosas inferior a 20% conforme descrito por Drews (2006).
A despeito deste rigor, foi obtido 70% de sucesso de recuperagdo da

amostra, demonstrando a eficiéncia da colheita dos espécimes de escarro.

5.2 DADOS CLINICOS, EPIDEMIOLOGICOS E AVALIACAO DA ATOPIA.

Sessenta e seis porcento (28/42) dos pacientes que tiveram o escarro
avaliado foi do sexo masculino, apontando uma prevaléncia aumentada de asma
neste grupo. Este achado coincide com outros autores, como Palomino et al.
(2005) e pode estar relacionado as diferengas anatémicas do sistema respiratério
entre os sexos durante a infancia, com redugao do calibre das vias aéreas no sexo
masculino, favorecendo aos quadros de asma mais graves. Tais diferencas se
anulam quando os adolescentes atingem a puberdade (BOECHAT et al., 2005),
quando os sintomas comegam a se tornar mais brandos nos meninos e aumentar
nas meninas, devido a acdo imunossupressora da testosterona, enquanto o
estrogénio aumenta a produgcao INF-7 por linfocitos NK que participam do
processo inflamatoério da asma alérgica (FERREIRA et al., 2020).

Neste estudo, a descricdo da primeira crise de asma teve mediana de
ocorréncia aos 24 meses (9,25-48), nesta faixa etaria o diagndéstico € clinico e
deve ser diferenciado de sibilancia desencadeada por infecgbes virais. Vale
ressaltar que a asma de fenétipo alérgico também apresenta a primeira crise antes
dos 5 anos de idade e, como ja descrita em estudos anteriores, pode ocorrer nos
primeiros anos de vida (FONTES et al., 2005). Saldanha et al., 2014 descreveu
que a primeira crise de asma ocorre antes dos cinco anos de idade, onde metade
da amostra, relatou a primeira crise no primeiro ano de vida.

Aproximadamente metade, 23/42 (54,8%), das criangas estudadas
relataram casos de asma na familia, demonstrando a hereditariedade da asma,
qguando se trata do fenoétipo alérgico. Por ser uma doenga que envolve diferentes
genes, os quais sofrem influéncia dos fatores ambientais, esta hereditariedade
nao segue padrodes classicos (PINTO et al., 2008).

Dos 42 participantes estudados, 40 descreveram ter rinite (95,2%), 10

(23,81%) tinha diagndstico de dermatite atépica e 33 (78,6%) teste cutédneo
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positivo para ao menos um dos aeroalérgenos testados. Evidéncias cientificas
apontam a rinossinusite alérgica como fator agravante no controle da asma e que,
criangas com rinite apresentam risco 2,6 vezes maior de ter asma, quando
comparado com criangas sem estes sintomas (LASMAR et al., 2012; SOUSA et
al., 2012) Estudos recentes descreveram que no Brasil a rinite alérgica esta
associada a asma em cerca de 72% a 96,5%, (CARVALHO-PINTO et al., 2021).

O tratamento com corticoides inalatorios isolados ou com corticoides
sistémicos foi descrito por 28/42 (66,67%), 0 uso desta classe de farmacos ocorre
por ser escolha para o tratamento da asma, sendo considerado a classe mais
eficaz, independente do controle da doenca, da gravidade e idade do paciente,
visando diminuir os sintomas, cessar as exarcebagdes e atingir o controle da
doenca (MOURA et al., 2002; PIZZICHINI et al., 2020; GINA, 2022).

Diferente do que se esperava, foi encontrado espécimes com mais de
2,5% de eosindfilos no escarro entre os pacientes tratados com corticoide
inalatorio regularmente, o mesmo mostrado por Demarche et al. (2017), que
relataram presenca de eosindéfilos em todos os padroes celulares de escarro de
asmaticos tratados com corticoides e Gibson et al. (2003) que relataram que a
contagem de eosindfilos no escarro nao foi reduzida a valores normais com esse
tratamento. Palomino et al. 2005 compararam o uso ou ndo de corticoides em
seus grupos de asma leve, moderada e grave para as populagdes de eosinofilos
e neutrdfilos, porém nao observaram diferencga estatistica e observaram que em
todos os grupos a contagem de eosindfilos no escarro era superior a 2,5%
(PALOMINO et al., 2005; TLIBA & PANETTIERI, 2019). Esses achados sinalizam
para o fato de que o quantitativo de eosindfilos no escarro em si, ndo seja o
marcador mais adequado para inflamacéao ativa ou falha de adesao ao tratamento
de manutencéo.

Por outro lado, observamos que a necessidade de internacéo hospitalar e
a mediana dos eventos de exacerbagao foram significativamente inferiores entre
os participantes que utilizavam corticoide inalatorio regularmente, demonstrando
boa resposta e boa adesao ao tratamento independente de pertencerem ao grupo
com contagem de eosinodfilos > 2,5 % em seus espécimes.

A contagem de eosindfilos em sangue periférico teve mediana de 577,0
variacdo de 355,0 — 1300,0/ uL e dosagem de IgE total, de mediana de 810,0
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variagdo de 337,0 — 2707,5 Ul/mL, valores superiores aos valores de referéncia
utilizados pelo Laboratério de Analises Clinicas do CHC-UFPR. A dosagem de IgE
sérica e a contagem diferencial e absoluta de eosinéfilos no sangue periférico sdo
uteis na identificagdo de alergias e na caracterizagao da inflamacgao envolvida na
asma, sendo biomarcadores utilizados para avaliar o risco da asma alérgica em
criangas. (REIS & MACHADO, 2018), apontaram que a contagem elevada de
eosindfilos em sangue periférico pode ser um indicativo de potencial exacerbagao.

Estes achados corroboram com a caracteristica do grupo estudado,
composto predominantemente (78%) por criangas atopicas, com presenga de
eosinofilos no escarro acima de 2,5% em 81% dos participantes e com mediana
da contagem de eosindfilos em sangue periférico superior ao valor de referéncia.

Este estudo mostrou a concordancia dos achados de eosinofilia periférica
e eosinofilia no escarro. Muitos autores ja tentaram demonstrar a correspondéncia
positiva destes achados, mas nao ha unanimidade na literatura (BENSON et al.,
2022).

A contagem de eosindfilos em sangue periférico € de facil realizagao,
menos laboriosa e onerosa e se, representasse de forma fidedigna a inflamacgéao
brénquica, sua determinagdo poderia fazer parte da rotina dos servigos que
atendem asmaticos. Entretanto, a eosinofilia periférica sofre influéncia de outros
fatores, especialmente em criangas, como parasitoses, doengas hematologicas e
infecgcdes e poderia ser fator de confusdo na interpretacdo dos resultados
(ACHARYA e ACKERMAN 2014).

5.3 CONTROLE DA ASMA

Sessenta por cento (26/42) do grupo apresentava controle da asma no
momento da avaliacdo, e 40% (16/42) que nao havia alcangado o controle da
asma. Staticescu et al. 2014 mostrou uma taxa de asma nao controlada em 18%
dos pacientes avaliados e 51% dos pacientes estavam com asma parcialmente
controlada, porém foram excluidos pacientes que tiveram mais de 2 exacerbacdes
no ultimo ano. Diferente do nosso estudo e isso explica a maior frequéncia de
asma nao controlada. A falta de controle da asma esta relacionada com

necessidade de ajuste da dose, falta de adeséao, dificuldade de entendimento da
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doenca e da necessidade do uso da medicacdo, dificuldade de acesso ao
medicamento, falha na comunicacao entre paciente, familia e profissionais de
saude e, mais raramente, a resisténcia a corticoides (BOOSTER et al., 2019). Os
dados encontrados, apesar de coincidente com os mostrados na literatura,
apontam para a necessidade de maior atencédo a educacdo em asma, que envolve
esclarecimentos mais detalhados sobre a doencga, treinamento dos dispositivos
inalatérios e acompanhamento peridédico dos pacientes com doenga grave
(CHONG NETO et al., 2018; GINA, 2022).

O grupo com asma nao controlada, relatou as primeiras crises de asma
mais cedo, mediana de 12 meses de idade (5,25 m — 27m), quando comparado
ao grupo com asma controlada, com mediana de 24 meses (12 m — 48 m). Uma
explicagédo para o achado possa ser o fato das criangas com inicio mais precoce
da doenga, ainda na fase de lactente, possam ter obtido o diagndstico de asma
mais tardiamente, em uma idade em que a sibilancia recorrente esta comumente
envolvida as infecgdes virais e quadros de comportamento transitorio. Este
suposto atraso no diagnostico pode acarretar o encaminhamento tardio ao
especialista e consequentemente retardar o inicio da terapéutica anti-inflamatoéria
eficaz para o controle da asma (SALDANHA et al., 2014; CHONG NETO et al.,
2018; GINA, 2022).

5.4 PADROES CITOLOGICOS DO ESCARRO

Observou-se, na analise da citologia do escarro induzido, predominio do
padrao eosinofilico (55,0 %), seguido pelo padrao misto (26,0%),
paucigranulocitico (14%) e neutrofilico (5,0%). Este comportamento é esperado
em criancas asmaticas (PALOMINO et al., 2005; ARAUJO et al., 2011; GUO et
al., 2019) e reafirma o perfil atdpico da amostra estudada, ja discutido nos achados
de altos niveis de IgE total e especifica (teste cutédneo alérgico positivo), alta
contagem de eosindfilos em sangue periférico e presenca macigca de
comorbidades alérgicas como a rinite.

Embora haja diferentes valores limites da contagem celular do escarro,
para determinar o padrdo, em nosso estudo utilizamos os valores descritos por

Lex, et al. (2005). Sendo assim, para a associag¢des entre os perfis citolégicos e
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as variaveis pesquisadas, os padroes foram agrupados em grupo eosinofilico,
quando a contagem de eosindfilos superava >2,5% e grupo nao eosinofilico,
quando a contagem de eosindfilos era <2,5%.

Nao foram observadas diferengcas no controle da asma nos grupos
citolégicos avaliados, embora alguns autores que demonstraram que criangas que
apresentavam exacerbacdes graves, tinham predominio de eosinéfilos no escarro
e criangas com sintomas leves e moderados apresentavam contagem de
eosindfilos baixas, proximas ao valor considerado normal (>2,5%), porém ainda
havia eosindfilos no espécime (GUO et al, 2019). Conforme discutido
anteriormente, ndo parece ser o numero de eosindéfilos 0 melhor marcador para

controle da doenca.

5.5 CITOLOGIA DO ESCARRO

Buscando entender a correlagdo da celularidade com o controle da asma,
analisamos cada célula individualmente. Apesar da contagem de eosinofilos no
grupo de asma nao controlada mostrar uma mediana maior, este achado nao foi
significativo (p=0,233), diferente do que foi observado quanto a presenca de
granulagdes eosinofilica onde a intensidade foi significativamente maior no grupo
com asma néo controlada (GRAFICO 2, p=0,042).

Granulos eosinofilicos livres correspondem a eosinofilos em atividade
(KJIARSGAARD et al., 2021). A liberagdao de granulos eosinofilicos ricos em
proteinas catiénicas, como a proteina basica principal (MBP), proteina catidnica
eosinofilica (ECP), eosindfilo peroxidase (EPO) e neurotoxina derivada de
eosindfilos (EDN), contribuem para a leséo do epitélio brénquico, desenvolvimento
da resposta imunoldgica tipo Th2, cascata de citocinas, ativagao de IgE e
agravamento da doenga (BAKAKOS et al., 2019; KIARSGAARD et al., 2021).

Diante deste achado, este estudo sugere que, a presenca de granulos
eosinofilicos, indicando atividade dos eosindfilos, seja um biomarcador mais
adequado de inflamacdo ativa e justificaria o fato de sua frequéncia ser
significativamente maior no grupo de asma nao controlada.

Estudos recentes ja sugerem que a medig¢ao de proteinas de granulos de

eosinofilos, citocinas eosinofilicas em sobrenadante do escarro induzido, como a
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proteina catiénica eosinofilica, e ainda, proteinas quimiotaxicas eosinofilicas,
como a eotaxina, sejam marcadores mais eficazes para verificar o grau de
inflamacéao das vias aéreas na asma (AN et al., 2020; KIARSGAARD et al., 2021).

Ainda na analise individual das células encontradas no escarro, os
macrofagos ganharam destaque por estarem significativamente mais presentes
no grupo de asma controlada.

Resultado semelhantes ja foram descritos por com varios autores que
estudaram a citologia de escarro de adultos e criangas com asma (Chen et al.,
2013; VERAS et al., 2011).

Palomino et al. (2005) encontraram média de 48,8120,9 macréfagos no
grupo de criangas com asma leve e média de 13,619,3 no grupo de exacerbagao
(p<0,005). Statiscescu et al. (2014) avaliaram criangas com asma com diferentes
graus de controle e obtiveram média de macréfagos de 11,2% (x13,6), nas asmas
controladas, significativamente maior quando comparados aos casos com parcial
controle ou sem controle.

Em nosso estudo a mediana de macrofagos entre as criangas com asma
controlada foi significativamente maior que a mediana das criangas com asma nao
controlada, 42,0% (20,25-63,75) e 11,5% (5,75-37,25) respectivamente.

Os macrofagos séo células que se originam a partir de mondcitos que
migram da circulagdo sanguinea para os tecidos e estdo associados a processos
infecciosos e inflamatdérios como a asma (BAIN, 2016). Estas células constituem
cerca de 7% das células dos pulmdes e se dividem em macréfagos intersticiais e
macréfagos alveolares (SHARMA, 2017) atuando na imunidade inata e
desempenhando importante papel na renovacdo e regeneracdao tecidual
(KULKARNI, 2018). Os macrofagos alveolares sdo encontrados na luz dos
alvéolos e, independente da sua origem, sdo responsaveis pelo mecanismo de
defesa inato inespecifico (BALHARA, 2012; FRICKER, 2017) e desempenham
papel de ativacao e supressao da inflamagao (KULKARNI, 2018). Em individuos
com asma os macrofagos alveolares sao classificados em M1 e M2 dependendo
da sua funcdo, e estdo associados a indugdo e progressado da inflamagéo
eosinofilica, entretanto, impedem o desenvolvimento da inflamacao neutrofilica
(DRAIJER et al., 2018).
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Macrofagos M1, classicamente ativados estdo relacionados a resposta
imunoldgica inata e aos linfécitos Th1, fator de necrose tumoral (TNF) -a e
interferon (IFN) -y, liberam interleucinas e quimiocinas inflamatorias, sao
responsaveis pela imunidade contra patdgenos intracelulares e tumores. Os
macrofagos M2, ativados alternativamente, sdo responsaveis pela destruicao de
parasitas, possuem atividade fagocitica, facilitam a resposta imune Th2 e a
secregcdo de citocinas (IL-4 e IL-13) que regulam o processo inflamatério e
estimulam o processo de reparo tecidual das vias aéreas (MONIUSZKO et al.,
2007; YANG et al., 2012; FRICKER 2017; DRAIJER et al., 2018; KULKARNI et
al., 2018)

A capacidade fagocitica de micro-organismos, particulas estranhas,
bactérias e leveduras, realizado pelos macrofagos alveolares, ocorre de modo
deficiente em individuos asmaticos prejudicada pelo efeito toxico das proteinas
eosinofilicas presente em pacientes com asma eosinofilica (VAN DER VEEN et
al., 2020). Na amostra estudada, de fato, a auséncia de granulos eosinofilicos (18
casos) foi mais frequente do que a presencga de granulos (4 casos) no grupo com
macrofagos acima da média, apesar da diferengca nédo ser estatisticamente
significativa (p=0.2157).

Sabe-se que a composicdo do escarro de pessoas sem doenca
respiratoria mostrou predominio de macrofagos sobre as demais células
pesquisadas, como descrito por Veras et al. 2011, onde a média de macrofagos
encontrada foi de 68,4% + 14,7 em populagdo adultos saudaveis e Chen et al.
2013, quando analisou o escarro de criangas e adolescentes sem relatos de
doencas respiratérias, encontrou média de 65,31 % = 1,96. Estes estudos
sinalizam que, na auséncia de inflamagdo, em individuos saudaveis, os
macrofagos alveolares predominam na composi¢ao da citologia do escarro, sendo
um marcador que indicaria saude respiratoria.

Estes achados corroboram com o presente estudo, onde as 26 criangas
com asma controlada, apresentaram significativamente (p=0,027) maior numero
de macréfagos quando comparadas com o grupo sem controle da asma. Estes
achados indicam que no momento da coleta do escarro, apresentavam-se com
controle consideravel da inflamacéo brénquica, apontando uma eficiente acao da

anti-inflamatéria dos macréfagos.
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6. CONCLUSOES

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

A inducao de escarro em pré-escolares e escolares com asma € um método
executavel, pouco invasivo e seguro, podendo ser incorporado na rotina dos
servigos de referéncia especializados no atendimento da asma. As amostras

adequadas para a analise corresponderam a 70% da amostra inicial.

O padréo eosinofilico predominou no grupo estudado, correspondendo 51%
da amostra quando avaliado isoladamente e quando agrupado ao padrao

misto, representou 81% das amostras avaliadas.

Houve associagao significativa entre os padrées de escarro estudados e as
variaveis clinicas e laboratoriais avaliadas. Verificou-se maior frequéncia de

conjuntivite nos pacientes com padrao nao-eosinofilico do escarro.

Houve predominio de macr6fagos no grupo de asma controlada e predominio
de granulos eosinofilicos no grupo de asmaticos nao controlados, quando se
avaliou isoladamente cada célula encontrada no escarro. Quanto aos
padrées determinados de escarro nao foi observado diferenga entre o grupo

de asma controlada e nao controlada.

N&do houve relagdo entre a citologia do escarro e o uso de corticoide
inalatdrio, entretanto houve significado estatistico entre o uso de corticoide

inalatério e a necessidade de intervengdes hospitalares.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

A indugdo do escarro € uma técnica viavel para criangas. Em nosso
estudo planejavamos padronizar a técnica para criangas de trés a seis anos, uma
vez que esta técnica ja esta padronizada e validada para maiores de seis anos.
Porém com o inicio da pandemia do novo coronavirus, em margco de 2020, o
recrutamento de participantes foi interrompido e impossibilitou o recrutamento de
um numero maior de criangas, especialmente de pré-escolares conforme
programado.

Mesmo com este agravo, duas criangas com cinco anos de idade tiveram
sucesso na coleta de amostra e sem intercorréncias. A pandemia também
comprometeu a coleta de amostra de sangue para hemograma e dosagem de IgE,
que foram suspensos em 2020 e 2021, reduzindo consideravelmente o tamanho
da amostra.

Entretanto, apesar das limitagdes, algumas associagbes contribuiram

para o entendimento da inflamacéo e do controle da asma na infancia.

7.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Este trabalho mostrou ser possivel a indugdo e avaliacdo do escarro
induzido em criangas, podendo, em estudos futuros recrutar criancas menores de
seis anos para padronizar e validar a técnica para esta faixa etaria.

Buscar, nao somente a contagem diferencial da citologia do escarro, mas
medir as interleucinas envolvidas, como as secretadas pelos eosindfilos ativados
(proteina cationica eosinofilica, peroxidase eosinofilica), bem como, as demais
interleucinas que configuram inflamagao tipo2, IL4, IL5, IL-10, IL13, possiveis de
serem avaliadas no sobrenadante das amostras de escarro.

Nossa ideia € continuar avaliando as criangas asmaticas, para elucidar a

inflamacao brénquica, especialmente nos pré-escolares asmaticos.
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APENDICE 1 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -
TCLE

No6s, Prof. Dra. Débora Carla Chong e Silva, Prof. Dr. Nelson Augusto Rosario
Filho, Prof. Dr. Sérgio Luiz Bach e Denise Eli, pesquisadores da Universidade
Federal do Parana, estamos convidando, pais e/ou responsaveis de pelas
criangcas e adolescentes de 3 a 14 anos com diagnostico de asma e demais
sintomas respiratorios, a participar de um estudo intitulado Comparacgao do perfil
celular do escarro induzido em criangas com asma controlada e nao
controlada atendidas no servigco de pneumologia e alergia do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana. Ou seja, sera realizado a analise
celular com microscopia de todas as amostras e estes resultados comparados
com os dados do controle da asma. A identificagao do perfil celular da citologia de
escarro induzido nos grupos avaliados pode demonstrar o comportamento da
asma nesses pacientes facilitando a conduta terapéutica e medidas profilaticas as
crises, reduzindo episédios de exacerbacgao, principalmente no grupo com asma
nao controlada.

O objetivo desta pesquisa é identificar o perfil celular da citologia de escarro
em pacientes com asma controlada e nao controlada, e associar os resultados
com o controle da asma e a qualidade de vida dos pacientes.

Para a realizacédo deste estudo seu (a) filho (a) sera atendido no
Ambulatério de Alergias e Pneumologia Respiratoria do Hospital de Clinicas da
UFPR, rua Padre Camargo n 453, Alto da Gléria — Curitiba/PR. E sera submetido
(a) a avaliacdo do peso, altura, historico clinico, gravidade e controle da asma,
funcionalidade pulmonar (respiragao), citologia do escarro (células do catarro) por
meio, dos seguintes procedimentos:

a) Peso e altura: O peso sera obtido, utilizando-se balanga da marca

Welmy com seu (a) filho (a) descalgo (a) e posicionado (a) no centro da balancga.
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A altura sera medida (em centimetros) por um estadidmetro (régua) da mesma
marca da balanga, com seu (a) filho (a) ainda descalgo, em pé com o peso do
corpo distribuido em ambas as pernas e bragos ao longo do corpo, pés unidos,
joelhos estendidos.

b) Histdrico clinico: serdo coletados dados como tempo de diagndstico,
medicagdes em uso, doencas associadas e exames radioldgicos. Para a obtengao
destes dados sera consultado o prontuario do seu (a) filho (a).

c) Gravidade da asma: sera avaliada, por meio, da analise dos
medicamentos necessarios para controlar os sintomas e crises da doencga;

d) Controle da Asma: sera avaliado, por meio, de um questionario que
possui cinco itens que dizem respeito aos sintomas, uso de medicacao de alivio e
efeito da asma nas atividades diarias presentes nas ultimas quatro semanas. Este
questionario sera respondido pelo seu (a) filho (a) caso o mesmo (a) apresente
idade igual ou superior a 12 anos ou pelo (a) senhor (a) caso seu (a) filho (a)
tenha idade inferior a 12 anos;

e) A avaliagdo da funcionalidade pulmonar sera realizada por meio da
espirometria. Seu (a) filho (a) sera posicionado (a) sentado (a), com os pés
apoiados, de frente para o equipamento, sera colocado um clipe nasal em seu
nariz e solicitado que acople a peca bucal do espirdbmetro em sua boca sobre a
lingua, entre os dentes, cerre os labios e segure com as maos as bochechas, para
que desta forma evite-se vazamentos. Ao sinal do avaliador, devera puxar o ar
profundamente até o maximo possivel, prender o ar por um a dois segundos e
depois exalar rapidamente com o maximo esforco até que o avaliador solicite a
interrupcdo. A manobra sera repetida trés vezes seguidas sendo utilizado o valor
mais alto obtido. Se a diferenga entre as trés medidas for maior que 5%, o teste
sera repetido. Ao final da espirometria serdo administrados 400 ug de salbutamol
aerossol com auxilio de espacador e mascara esterilizados com hipoclorito, e
apods 15 minutos sera repetida a espirometria;

f) Citologia do escarro: seu (a) filho (a) sera sentado (a) em uma cadeira e
realizada inalagdo com concentragdes de soro de forma seriada (3%, 5% e 7%)
utilizando-se aparelho de inalagao tecnologia Mesh, Nebzmart, marca Glenmark,
2018, por sete minutos cada, totalizando 21 minutos de inalagdo. Ao final de cada

nebulizagao, seu (a) filho (a) sera orientado (a) a enxaguar a boca, engolir agua,
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assoar o nariz e instruido (a) a tossir e a depositar o escarro em recipiente limpo
e estéril.
Rubricas:  Participante da Pesquisa e /ou responsavel legal

Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE

Alguns riscos podem relacionados ao estudo podem ser: tosse,
broncoespasmo, sensagao de falta de ar e sensagéo de gosto amargo na boca,
0s quais, poderao ser solucionados, por meio, da interrup¢cdo do exame € 0 uso
de broncodilatores inalatorios. Riscos como constrangimento e com pesquisa
retrospectiva com prontuarios, a perda de documentos, quebra da
confidencialidade serdo minimizadas ao utilizar linguagem simples e armazenar
os dados com o pesquisador responsavel.

Os beneficios esperados com essa pesquisa sdo: a melhora na conduta
terapéutica de profilaxia e mesmo o tratamento direcionado auxilia na qualidade
de vida destes pacientes.

Os pesquisadores Débora Chong, Nelson Augusto Rosario Filho, Denise Eli e
Sérgio Luiz Bach responsaveis por este estudo, poderao ser localizados para
esclarecer eventuais duvidas que (o Senhor, a Senhora) possa ter e fornecer-lhe
as informacdes que queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo a por
e-mail, telefone em horario comercial (caracterizar qual pd horario comercial
mencionado). Em situagdes de emergéncia ou urgéncia, relacionadas a pesquisa,
0s mesmos poderédo ser contatados pelo telefone Débora Chong (41) 98402-
3974, Nelson Augusto Rosario Filho (41) 991015181, Denise Eli
(41)996574526 e Sérgio Luiz Bach (41)992160132.

Se (o Senhor, a Senhora) tiver duvidas sobre seus direitos como
participante de pesquisa, podera contatar o Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos — CEP/HC/UPFR pelo Telefone 3360-1041 das 08:00 horas as
14:00 horas de segunda a sexta-feira. O CEP é de um grupo de individuos com
conhecimento cientificos e nao cientificos que realizam a revisao ética inicial e
continuada do estudo de pesquisa para manté-lo seguro e proteger seus direitos.

A participacao de seu filho (a) neste estudo é voluntaria e se (0 Senhor, a
Senhora) nao quiser mais que ele (a) faga parte da pesquisa, podera desistir a

qualquer momento e solicitar que lhe devolvam este Termo de Consentimento
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Livre e Esclarecido assinado. O atendimento de seu filho (a) esta garantido e ndo
sera interrompido caso o (0 Senhor, a Senhora) desista de participar.

Rubricas: Participante da Pesquisa e /ou responsavel legal

Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE

As informagdes relacionadas ao estudo poderdao conhecidas por pessoas
autorizadas (mencionar quem sao: orientador, meédico, autoridade sanitaria, etc...,
quando for o caso). No entanto, se qualquer informagéao for divulgada em relatério
ou publicacao, sera feito sob forma codificada, para que a sua identidade seja
preservada e seja mantida a confidencialidade.

O material obtido, amostras bioldgicas e questionarios, serdo utilizados
unicamente para esta pesquisa e serao destruidos ou descartados. As amostras
serdo descartadas em compartimento apropriado existente no laboratério, logo
apods as analises e os questionarios destruidos ao término do estudo, dentro de 2
anos.

As despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa, os custos da
pesquisa, como papel, impressora, estatistico, bem como materiais de laboratério,
nao sao de sua responsabilidade e (o Senhor, a Senhora) ndo recebera qualquer
valor em dinheiro pela sua participacéo.

Seu filho tera a garantia de que problemas como: (tosse, broncoespasmo,
sensagao de falta de ar e sensagdo de gosto amargo na boca, decorrentes do
estudo, serdo tratados no proprio Ambulatério de Alergias e Pneumologia
Pediatrica do Hospital de Clinicas da UFPR.

Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, € sim um
codigo.

Eu, li esse Termo de Consentimento e

compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei em participar. A
explicagdo que recebi menciona os riscos e beneficios. Eu entendi que sou livre
para interromper minha participagdo a qualquer momento sem justificar minha
decisdo e sem qualquer prejuizo para mim nem para meu tratamento ou
atendimento ordinarios que eu possa receber de forma rotineira na Instituicdo. Eu
entendi o que nao posso fazer durante a pesquisa e fui informado que serei
atendido sem custos para mim se eu apresentar algum problema diretamente

relacionado ao desenvolvimento da pesquisa.
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Rubricas: Participante da Pesquisa e /ou responsavel legal

Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Nome por extenso, legivel do Participante e/ou Responsavel Legal

Assinatura do Participante e/ou Responsavel Legal

Declaro que obtive, de forma apropriada e voluntaria, o Consentimento Livre e
Esclarecido deste participante ou seu representante legal para a participagéo

neste estudo.

Nome extenso do Pesquisador e/ou quem aplicou o TCLE

Assinatura do Pesquisador e/ou quem aplicou o TCLE

Curitiba,



APENDICE 2 — ACT (ASTHMA CONTROL TEST)

QUESTAD

PONTUACAD

1- Comb esta sua asma hoje?

(O) Muits ruim {1} Ruim [2) Boa (3 Muito boa

2 - Quante problema sua asma causa quando vock corre, se exercita ou pratica algum esporte?

(0] Muito problema. (1) E um prabberma e (2] Algurn problema, {3) Menhum prablerma
MEo poiga farer o que quers &u ndo gosta ras tdn bem

3 - Vocé vosse devido a sua asma?

(D) Sirn, o tempo tado {11 Sim, a raior parte [2) Sim, &S wepes (3 W&o, em
da termpa nenhurm momenta

4 - Vock acorda no melo da noite devido a sua asma?

{0 Sirm, o tempo tado {1) Sirm, & raaior parte [2) Sim, &S wered (3} W&o, &em
da termpa nenhurm momenta

5- Mas dltimas 4 semanas, quantos dias/més seu filho teve algum sintoma da asma durante o dia?

[5) Menbum [4h 1 a3 diasimés (3] 4 & 10 dias/meés (2 11 a 18 dizs/rmés
1) 19.a 24 dissirmés [0} Todos o= dias

6 - Mas dltimas 4 semanas, quantos dias/més seu filho teve algum chiado durante o dia?
[5) Menhum [4h 1 a3 diasimés {3) 4 a 10 dias/mes {21 11 a 18 dias/rmés
11 19.a 24 disdirmds [0} Tadas o8 dias

7 - Mas dltimas 4 semanas, quantos dias/més seu filho acordou no melo da nolte devido & asma?

[5) Menkum 4 1 a3 dias/més (3] 4 & 10 dias!més (2 11 a8 18 diztirds
(11 19.a 24 digimés [0y Todos o dias

ESCORE FIMAL (soma dos 7 itens acima)

a apgio. Os pais devemn responder as questies 5 a 7 sem se deixar influenciar pelas respostas iniciais da crianga.

Escore 2 19 porntos: asma controlada.
L.

IMPORTAMTE: A crianga deverd respander as questées de 1 a 4. Os pais podem ajudar na |eitura das mesmas, mas a onanga deverd escolher

O escore do questiondrio € cakulado a partr da soma dos valores de cada guestdo. As respostas que indicam masor controle da asma devem
receher maior pontuagdo. Dessa forma, o escone do questiondno varia entre O ¢ 27 pontos: guarnto maior o esoore, mais controlada é a asma.

A

* Oilrvera 56, Sarria EE, Roncada ©, Stesn BT, Pitrez PR, Matbelio R Validation of the Brazikan version of the childhood asthema control test (o-ACT).

Pediatr Pulmanol. 3016514 -358-63.

Figura 1. Teste de Controle da Asma (ACT) para laixa etaria de d a 11 anod validado para o parugess®

72



ANEXO 1 - PARECER SUBSTANCIADO CEP

UFPR - HOSPITAL DE
CLINICAS DA UNIVERSIDADE W
FEDERAL DO PARANA -

CEPAIC/UFPR

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Comparagao do perfil Celular do escarro induzido em criangas com asma controlada e
ndo controlada atendidas no Servigo de Pneumologia e Imunologia do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana

Peszquisador: Debora Carla Chong e Silva
Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 19808419.9.0000.0096

Institul¢do Proponents: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parand
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER
Nimero do Paracer: 3. 648 206

Apresentacio do Projeto:

Projeto de pesguisa do Programa de Pds-Graduagio em Salde da Crianga e do Adolescente da
Universidade Federal do Parana (CHC-UFPR).

Trata-ze de estudo observacional, analltico, caso controle com coleta prospectiva de dados e de amostra de
escamo induzido de criancas atendidas no Ambulatdrio de Alergia e Pneumologia do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parand com idade entre 3 anos @ 14 anos; serdo incluidos na pesquisa pacientas
que tem diagndstico de asma.

A asma acomete um grande grupo da populagas mundial. Caracterizada por crises de obstrugio ao fluxo
adreo em graus varidveis, necessitando de atendimento emergencial até internag¢ao para controle do
quadro. O diagndstico & realizado por sintomas clinicos e espirometria, associado ou ndo ao teste cutaneo
alérgico, entretanto nos ditimos anos a citologia do escarro induzido tem auxiliado no conhecimento da
celularidade do escarmo e

avaliacio do padrao inflamatério da asma. Este resultado auxilia no direcionaments da conduta terapéutica,

com a finalidade de reduzir os episddios de exacerbacio. Nesse contexto, o objetiva do presente estudo é
avaliar o perfil celular do escarro induzide de 150 pacientes asmiticos com a doenca controlada e nlo
controlada atendidos pelo Ambulatério de Alergia @ Pneumologia do Complexo do Hospital de Clinicas da
Universidade

Federal do Parand no periodo de agosto de 2019 a agosto de 2020. Ma pesquisa, serdo incluldos

Enderego: Rua Gal. Cameiro, 161

Bairre: Allo da Glaria CEP: 80.060-000
UF: PR Municipia: CURITIEA
Telefone: (41)3360-1041 Fax: [41)3350-1041 E-mail: cap@he.ufpr.br

Puigirea 01 S (4

73



UFPR - HOSPITAL DE

CLINICAS DA UNIVERSIDADE W
FEDERAL DO PARANA -

CEPHC/UFPR
Continuagao to Parecer: 3,548 296

pacientes pediatricos de ambos 0s sexos com idade entre 3 @ 14 anos, serdo avaliados a citologia de
escamro juntamente com dados clinicos, avaliagdo do controle da asma e avaliagao da qualidade de vida
informado pelos responsdveis no momento da coleta.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Verificar se o perfil s& o perfil de celularidade do escamo induzido de criangas e adolescentes esta associado
com o controle e gravidade da asma.

Objetivo Secundario:

- ldentificar o predominio celular da asma controlada e asma nao controlada.

- Verificar se a presenca de inclustes escuras nos macrdfagoes (sugestive de contato com fumacga de cigamo
! poluicao) estd associada ao controle da asma.

- Associar o perfil citoldgico encontrade com o grau de controle da asma e com nivel de qualidade de vida
dos pacientes;

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O risco de participacao no estude consistird na possibilidade de apresentar tosse por alguns instantes apos
a coleta, gosto de sal na boca, efou enjdo durante a coleta. O participante serd informado que a qualquer
momento poderd desistir da participagio no estudo e retirar seu termo de consentimento.

Beneficios:

A contribuicio deste estudo para a comunidade médica e para a sociedade se faz pela suposicio de que
com a identificagdo do perfil celular do escarmo induzido dos grupos avaliados e atendidos pele CHC-UFPR,
o clinico tera um auxilio objetive para a escolha de tratamento e ajuste de dose da corticoterapia
administradas a estes pacientes.

Comentarios e Consideragies sobre a Pesquisa:

Projeto de pds graduacao de grande importancia para as criangas asmaticas.

Consideractes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Caras apresentadas e TCLE e TALE adequados

Recomendagdes:

E obrigatério trazer ao CEP/HC uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que fol aprovado,
para assinatura e rubrica, o mesmo deve estar em formatagao adequada & com as caixas

Enderato: Rua Gal. Cameiro, 161

Bairre: Al da Gléria CEP: 80.060-900
WF: PR Munigipie: CURITIEA
Telefene:  (41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mall: cepi@he.ulpr.br

Pigina [ e 04

74



CEFHC/UFPR

UFPR - HOSPITAL DE
CLINICAS DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PARANA -

Continuagao do Parecer: 3,648 206

Qo ™

Infraestrutura CONCORDANCIA_ULAC. pdf 0810672019 | Denise Eli Aceiio
17:59:15

Declaracao de ENC.AMINHAM-ENTO_CEP.de 09/06/2019 [Denise Eli Aceito

Pesguisadores 17:58:562

Projeto Detalhado /| |PROJETO_DEMNISE_ELldocx 09/06/2019 |Denise Eli Aceito

Brochura 17:29:37

Investigador

TCLE/ Termos de | TCLE_ADULTO docx 09/06/2019 |Denise EN Aceito

Assentimento | 17:25:54

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termos de | TERMO_ASSENTIMENTO _ADOSLECE| 09/06/2019 |Denise Eli Aceito

Assentimento / NTE.docx 17:25:33

Justificativa de

Auséncia

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreclacio da CONEP:

Nao

CURITIBA, 17 de Outubro de 2019

Assinado por:

maria cristina sartor
(Coordenadar{a))

Endareco: Rua Gal Cameairo, 161

Bairra: Allo da Gldria

CEP: 80.0B0-900

UF: PR Municipio: CURITIEA
Telefone:  (41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mail: cepi@he.ufpr.br

Pagina 4 8 04

75



ANEXO 2 - RESUMO PUBLICADO: CONGRESSO ASBAI, 2019.

D

ASEAL

ARCHIIVOS D 20w asna
ASMA, ALERGIA
FIMUNOLOGIA

PCO53
Asma

Endétipo da asma grave na crianca:
estamos sempre diante da asma eosinofilica?
Elessandra Souza Bitencourt, Denise Eli, Danieli Ribas, Roberta Cunha,

Herberto José Chong Meto, Carlos Antonio Riedi, Cristine Secco Rosario,
Débora Carla Chong e Silva, Melson Augusto Rosario Filho

Racional: O manejo da asma grave & um desafio na pediatria. O padrao da infla-
macao tem relacio com a gravidade e o controle da asma mas foi pouco explorado
em criangas. O objetivo deste estudo foi estabelecer a prevaléncia dos padroes
de celularidade do escarro em criangas com asma grave. Método: Criangas com
diagnastico de asma grave de acordo com GINA 2018, foram submetidas a induggo
de escarro por nebulizacao utilizando concentragdes crescentas de solucio salina
hiperttnica de 3% a 7%. O padrao citoldgico foi classificado em paucigranulocitico,
neutrofilico, ecsinofilico e misto. O controle da asma foi verificado pelo Asthma
Control Test (ACT) e realizado espirometria com prova broncodilatadora (PBD).
Resultado: Setenta criancas foram submetidas & indugio de escarro sendo que
cinquenta e dois pacientes foram incluidos, 50% meninos & media da idade 9,2
2,7 anos. Houve predominio do padrao ecsinofilico 28(54%), seguido do paucigra-
nulocitico 14(27%:), misto 8(15%) e neutrofilico 2(4%). Conforme o ACT, 28(54%)
estavam com a asma nao controdada ou controlada e 12(23%) tinham controle total
dos sintomas. O teste cutidneo alérgico (TCA) para aeroalérgencs foi realizado em
37 criangas com positividade de 89,1% para ao menos um alérgeno e 4 (10,8%)
eram polissensibilizadas. Onze (21%) apresentaram disturbio ventilatério obstrutivo
e a PBD foi positiva em 23 (45%). Houve predominio de criangas com controle total
no grupo com padrao eosinofilico (9), 3 no padrao paucigranulocitico @ nenhuma
crianga nos padries necrofilico @ misto, corroborando a hipotese de menor res-
posta ao tratamento com corticoides inalatérios nos fendtipos ndo eosinofilicos.
A positividade ao TCA e a presenca de cbstrugio a espirometria foi semelhante
entre os grupos. Concluséo: Induzir o escarro em criangas com asma & possivel
e 05 padrdes nao eosinofilicos s&o uma realidade. A identificacao da celularidade
no escarro contribui para um tratamento personalizado e mais eficaz.

Universidade Federal do Farand, UFFA.
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Clinical, functional, and cytological
evaluation of sputum in postinfectious
bronchiolitis obliterans: a possible overlap
with asthma?

Sarah Angélica Maia'#, Denise Eli**, Roberta Cunha’*, Elessandra Bitencourt®,
Carlos Antdnio Riedi'®, Herberto José Chong Neta™,
Debora Carla Chong e Silva'?, Melson Augusto Rosario Filho'"

DEAR EDITOR:

Postinfectious bronchioclitis obliterans (PIBO) is a
chronic cbstructive pulmaonary disease associated with
inflammation of the lower airways. The inflammatory
process is secondary to infectious bronchiclitis, which
can be caused by viruses, atypical germs (especially
Mycoplasma pneumoniae), and other bacteria.''-
Although the dinical manifestations of PIBO can vary
widely, its main characteristic is that patients with the
condition present with signs and symptoms of a severe
and persistent lower airway obstruction.’

The objective of the present study was to evaluate the
clinical presentation, pulmonary function, CT findings,
and sputum cellularity in patients with PIBO, as well as
to correlate sputum cell pattern with spirometry and
other imaging findings, clinical manifestations, and atopy.

This is a cross-sectional analytical study with patients
diagnosed with PIBO and under follow-up at the Pediatric
Pulmonology Center of the Clinical Hospital Complex
of the Federal University of Parana, Curitiba, state
of Parana, Brazil. The study included patients under
21 years of age with a diagnosis of PIBO related to a
history of severe viral bronchiolitis before the onset
of the respiratory symptoms and imaging studies
with radiological findings showing invelvement of the
small airways and/or spirometry characterizing an
obstructive defect. Exclusion criteria were the presence
of other lung diseases, such as cystic fibrosis, primary
or secondary immunodeficiencies, and other chronic
pulmenary diseases.

After selection, patients underwent an initial clinical
evaluation followed by complete spirometry—satisfying
the acceptability and repeatability criteria established
by international guidelines'*'—and post-bronchodilator
(salbutamel, 400 pg) evaluation. The dassification of
the obstructive ventilatory defect into mild or moderate
followed the recommendations of the American Thoracic
Society.'”! The bronchedilator test was considered
positive when the difference in FEV, was greater than
12% of the predicted value, as recommended by the
Global Initiative for Asthma.'®' Sputum was induced via
inhalation of a hypertonic saline solution, using a 2 L/min
oxygen cylinder, and with the assistance of a physical

therapist. The process used a hypertenic saline sclution
with concentrations gradually increasing from 3% to
5% and 7%, when necessary, and lasted a minimum of
20 min per patient. After the minimum time, patients
were stimulated to cough and expectorate into a sterile
vial. The processes of sputum induction and sample
processing followed a laboratory technique described by
Pizzichini et al."*' Only samples with cell viability above
50% were considered for the analysis.'” The patterns
found were divided inte eosinophilic (eosinophils > 2.5%
and neutrophils £ 54%), neutrophilic (eosinophils =
2.5%, neutrophils > 54%), and mixed (eosinophilic/
neutrophilic; eosinophils > 2.5% and neutrophils =
54%).'% The study was approved by the research ethics
committee of the institution (Protocol No. 2.062.062).
All parents/guardians gave written informed consent.

QOur sample was initially composed of 23 patients
with a clinical and radiological diagnosis of PIBO, who
also met all other inclusion criteria. Of these, 1 patient
refused to participate, and we were unable to get hold
of another 9 patients. Therefore, 13 patients were
enrolled in the study (8 of them male), with a median
age of 12.1 years (range: 7-20 years). All 13 patients
(100%) had been hospitalized in their first year of life
due to a disease whose manifestations were compatible
with acute viral bronchiolitis. In addition, 8 (61.5%) had
a positive skin prick test for at least one aeroallergen,
7 (53.8%) had rhinitis and/or atopic dermatitis, and 9
{69.2%) were making use of inhaled corticosteroids.

All study participants had undergone at least one
chest CT scan. The most prevalent CT finding was a
mosaic pattern, found in 11 patients (84%); followed by
bronchial wall thickening, in 10 (76%); bronchiectasis,
in 4 (30%); and atelectasis, in 4 (30%).

Of the 12 participants who underwent complete
spirometry, 11 (91.6%) had obstructive ventilatory
defect. Of these, 7 (63.6%) were classified as mild
(60% < FEV, < 90%) and 4 (36.4%) as moderate
(40% =< FEV, < 60%). Four patients had a positive
bronchodilator test (33.3%).

As for sputum cytology, the samples of 3 patients
were considered inadequate for cytology studies for
not having sufficient cell viability. Of the 10 samples

1. Universidade Federal do Parana, Curitiba |{PR| Brasil.

2. Complexn do Hospital de Clinicas, Universidade Federal da Parana, Curitiba |PR) Brasil.
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Table 1. Clinical, functional, and CT variables in relation to sputum cell pattern (N = 10).

Variables
Neutrophilic

In = 4}

3
2
1
0
1
1

Paositive skin prick test
Daily symptoms

Symptoms when exercising
Bronchiectasis
Ground-glass opacities
Paositive bronchodilator test

Call pattam
Eosinophilic/neutrophilic Easinophilic
in = 4} n = 2}

P R P R = L
- DD Pk = b

considered viable, 4 (40%) had a neutrophilic pattern;
4 (40%) had a neutrophilic/eosinophilic pattern
(mixed); and 2 {20%) had an eosinophilic pattern.
One of the samples was considered neutrophilic in
spite of having a neutrophil rate below 54% because
of its high cell viability and absence of eosinophils.

Sputum cytological patterns were compared with
the CT findings, skin prick test results, presence or
absence of daily symptoms and/or symptoms when
exercising (especially dry cough and dyspnea), and
bronchodilator test results (Table 1).

PIBO is a rare chronic lung disease resulting
from severe lung injury following acute infectious
bronchiolitis that causes wvarying degrees of
inflammation with narrowing or total obliteration of
the small airways in susceptible individuals.™

Supposedly, sputum cytology findings should be
similar to those of previous bronchoalveolar lavages,' '™
with a marked increase in the number of neutrophils.
However, only 4 patients presented an exclusively
neutrophilic pattern, and, in 2, the pattern was
predominantly eosinophilic, contrary to the initial
assumption. Such disagreement was seen in atopic
patients with a positive skin prick test and a diagnosis of
concomitant rhinitis, indicating a probable coexistence
of allergic asthma with previously diagnosed PIBO,
an overlap suggested in a previous study.™"

The bronchodilator test turned out positive in
all cytological patterns, including the exclusively
neutrophilic one, corroborating studies with long-term
follow-up of patients with PIBO.!*24% Those studies
have shown severe and permanent impairment of
lung function, though air trapping slowly decreased
with patient growth. (14243

There were no significant correlations between
sputum cellularity and the clinical, functional, and CT
variables studied. The lack of statistical correlation
between the variables in the present study was probably
due to the small sample size; the low prevalence of
the disease represents an analytical challenge.

The lack of predominance of a specific cytological
pattern could suggest a potential cverlap of PIBO and
asthma, which can indicate a need for new diagnostic
and therapeutic approaches aimed at controlling
both diseases. A deeper understanding of PIBO will
favor an individualized approach of these cases.
Similar multicenter studies may help deepen our
understanding by prowviding us with the possibility
of evaluating larger samples of such a rare disease.

ACKNOWLEDGMENTS

We would like to give special thanks to our medical
student, Thaisa Vieira Sonnberg, for proofreading
and conforming the text to the journal's standards.

REFERENCES

1. Mattiglo A, Vidal PC, Sarma EE, Pitrez PM, Stein RT, Mocalin HT,
et 8l Evelusting bronchodilator response in pediatnc patients with
post-infectious bronchiolitis obliterans: use of differant criteria for
dentifying araay reversibdity. | Bres Pneumol. 2016;42(3):174-8.
hitps:iidod.ong0.1560/51806-3756201 5000000065

2. Cestro-Rodriguez JA, Giubergia V, Fischer GB, Castafios C, Sama EE,

Gonzalez R, et al. Pestinfectious branchiolitis obliterens in children:

the South American contribution. Acta Peedistr. 2014;103{%)813-21.

hitossidoi.ongf10.1111/apa 12688

Willer MR, Hankinson J, Brusasco V, Burgos F, Casabuni R, Coates A,

et 8l. Standardisation of spiromatry. Eur Respr J. 2005.26(2):319-38.

hitpesfidod.ong10.1 183/080319356.05.00034305

4. Lung fumcton testing: selection of reference velues end
nterpretative strategies. Amesnicen Thoracic Society. Am Rev Respir
Di=. 1991;144(5):1202-18. hitpa:idoiorg0.1164/&jmom144.5.1202

5 Global Initistve for Asthma [homepage on the Intemet]. Bethesda:
Giobal Initistive far Asthrma feited 2019 Fel 01) Glabel Strategy for
Asthma Menagement and Prevention 2018 Avalsble from: wwew.
ginasthma.ong

& Pizzichini E, Pizachini MM, Efthimiadis A, Evans 5, Maomis MM,

wa

J Bras Pneumsal. 2018;45(5):=201 90060

Squilace D, et &l Indices of anwey inflammation in induced sputum:
reprocuciblity and welidty of cel end fiuid-phase measuraments.
Arm J Respir Crit Care Med. 1996;154(2 Pt 11:308-17. hitpsddod
org10.1164/ajrcom. 154.2. E756750

7. Spenewvello A, Confalonieri M, Suloitc F, Romano F, Balzeno
G, Mighon GB, et & Induced sputum celluerty: Reference
valuas snd distribwtion in nomal volurtesrs. Am J Raspir Crit
Care Med 2DXI1623 Pr 1k11724.  hepefidoi ong01 164/
groom. 162.3 508057

& Lex C, Payne DM, Zacharassewicz A, Li AM, Wilsan MM, Hensel
TT, et al. Sputum induction in chidren wiath difficult asthma:
safaty, feasiblity, end inflarmatory cell pattern. Pediatr Puimonol.
2005;3%4):318-24. hitps Ndoi.org/ 1001 002 ppul 20158

@ Maued T, Dolbnikoff M; 580 Peule Bronchioklis Obiterans Study
Group. Histology of chidhood bronchiolitis obftersns. Pediatr
Pulmonol. 2002; 33461:466-74. https:fidoi.ong’0.1002/ppul. 10087

10. Keoh Y, Jung DE, Eah J¥, EKim J¥, Yoa ¥, Kim CK. Bronchoahealar
callularity and interdeukineB levels in meesles brenchiolktis cbiserans.
Chest 2007;131(5): 1454-60. httpssfidei.ong10.1378ichest 06-0188

11. Bandaira T, Megrero F, Fermeira R, Salgueiro M, Loba L, Aguiar P,

78



Maia AS, Eli D, Cunha R, Bitencourt E, Riedi CA, Chong Neta Hd, Chong-Silve DC, Rosario Filho MA w

et al. Clnical, radolegical, end physiclopical differences between of & peedatric cohort of patients with postinfectious broncheolitis

obliteretive  bronchiclitis and problematic severe  asthma in obiiterens. & long term follow-up. Thorse. 301 5.70(2):169-74. hatpeff

edalescents end young edufts the early orgns of the overap doiorg10.11 36/ thorexnk-2014- 2053238

syndrorme?  Pediatr Puimonol 2017460657380 nitpsalido. 12 Rpsewich M. Eckrich J, Dalen S. Langtemn lung function in

ng/10.1002 /ppul 21405 postinfectious beonchiclitis obftersns. Tharae  201570(8): 792
12. ColomAJ, Maffiey A, Gancie BoumissenF, Teper A Pulmanany function hittpa:iidei.omy'10.1136/theraxjnl-2015-106 58

J Bras Pneumol. 201 9;45(5):2201 90060 33



80

ANEXO 4 - ARTIGO PUBLICADO: PEDIATRIC PNEUMOLOGY, 2020

o.)

Check for
updatas

DOl 10.1002/ppul 24892

LETTERS TO THE EDITOR

e WILEY

Postinfectious bronchiolitis obliterans and asthma: A

misdiagnosis or overlap?

To the Editor,

We read with interest the article by Onay et al,' about clinical
similarities of postinfectious bronchiolitis obliterans (PIBO) and
asthma in pediatric population. They concluded that patients
with PIBO who had initially been misdiagnosed with asthma
were correctly diagnosed at older ages and had longer symptom
duration. Asthma may mask PIBO diagnosis by the similarity
of symptoms and the clinical response to inhaled fz-agonist or
steroid treatment. Pulmonary function tests (PFT) are not feasible
in young children. The delay in the diagnosis of PIBO is probably
attributable to the fact that some clinicians fail to include PIBO in
the differential diagnosis when there is no clinical response to
asthma medication.’

Bronchiolitis obliterans is defined as a chronic lung disease
that definitely affects the small airways. In children, the most
frequent eticlogy is infectious, in this case the nomenclature
adopted is PIBO. Among the most common infectious agents in
PIBO are adenovirus, influenza, parainfluenza, and respiratory
syncytial virus. Atypical bacteria such as Mycoplasma pneumonioe
have also been described among the etiologic agents of PIBO. The
current prevalence of the disease is unknown. The diagnosis
of PIBO in children under 3 years of age is based on clinical,
functional, and tomographic criteria, where (a) history of acute and
severe lower respiratory tract infection (LRTI), (b) evidence of
persistent airway obstruction on physical examination or PFT after
an acute respiratory event, and (¢} imaging findings of obstructive
pulmonary disease, such as hyperinflation, atelectasis, airway wall
thickening, bronchiectasis, and mosaic pattern and/or air trapping
on high resolution tomography.”

Asthma is the most common chronic disease in childhood and
could cause significant morbidity (loss of school day, emergency room
visits, hospitalization, among others). It is a heterogeneous disease
usually characterized by chronic inflammation of the airways. It is
defined by the history of respiratory symptoms such as wheezing,
rapid and short breathing chest tightness and cough that vary
with time and intensity associated with expiratory flow variation. In
general, asthma starts in the first years of life, and can be confused
with other diseases, such as PIBO, which delays the institution of
adequate treatment.”

There are clinical similarities between PIBO and asthma, symp-
toms such as wheezing, dyspnea, chest tightness and cough starting
in early life and triggered mostly by wirus infection.

We have conducted a study aimed to evaluate the clinical,
functional, chest computed temography (CT) findings, and sputum
cytology of patients with PIBO and to correlate the sputum pattern
with other variables. Twelve patients (male=B), median age=
12.1 years (range, 7-20 years) with clinical and chest CT findings of
PIBO underwent clinical evaluation, skin puncture test (SPT) for
inhalant allergens, PFT and evaluation of induced sputum cytology.
Until the beginning of the study, none of the patients had a
diagnosis of asthma reported.

The legal puardians of 12 participating patients signed the
consent term form approved by the Institutional Ethics Committee
with protocol number 2.062.062. Adolescents over 12 years old, also
consented to participate by signing the consent term form adapted
for their age.

The most prevalent chest CT finding was the mosaic attenuation
pattern. Eleven (92%) showed airflow obstruction in PFT and four
patients (33.3%) had a positive brondhodilator test. Sputum cytology
was classified as neutrophilic in four cases, eosinophilic in two cases,
and mixed ecsinophil-neutrophil in four cases® Eight (66%) had
positive SPT and seven (58%) reported associated allergic diseases
{rhinitis and/or dermatitis). Twelve received regular treatment: six
{50%) azithromycin, nine (75%) long-acting fz-agonist, nine (75%)
inhaled steroids. five (42%) nebulized hypertonic saline. There was no
significant relationship between cytological patterns to clinical,
functional, and laboratory tests. PIBO is a rare pediatric chronic
obstructive airway disease that resembles the adult chronic ob-
structive pulmonary disease. and with poorly understood in-
flammatory mechanisms. This study did not shew a predominant
sputum cytology pattern and there was no correlation of cellularity
with daily symptoms, physical exercise limitation, severity of ob-
structive disorder and chest CT findings. One-third of the sample
presented positive bronchodilator response at spirometry and more
than half presented allergic sensitization suggesting that PIBO and
asthma may coexist.”

In conclusion, there are clinical similarities between PIBO
and asthma in pediatric population and both could be misdiagnosed.

Pediatric Pulmonology. 2020;1-2
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The lack of a specific cytological pattern associated to an allergic
profile found in these children could indicate a potential overlap of
PIBO and asthma. The determination of PIBO new biomarkers may
contribute with a clear understanding and an individualized approach
to these patients.

Débora C. Chong-Silva MD, PhD @
Leticia G. Botelho MD

Denise Eli Biochem [

Roberta Cunha PT

Elessandra Bitencourt Nu, MSc @
Adriana G. Nascimento MD

Ana B. Lourengo Dantas MD
Cristine 5. Rosario MD, MSc

Carlos A Riedi MD, PhD @
Herberto ). Chong-Meto MD, PhD (5
Nelson A. Resario Filho MD, PhD ([

Departarment of Pediatrics. Federal University of Parand, Parand, Brazil

Correspondence

Débora €. Chong-Silva, MD, PhD, Departament of Pediatrics,
Federal University of Parand, Padre Camargo, 453, Alto da Gléria,
Curitiba, Parana B0.0&0-220, Brazil.

Email: debchong@uol.com_ br

REFERENCES
1 Onay ZR, Gursoy TR, Aslan AT, et al. Postinfectious bronchiolitis ob-

literans masked by misdiagnosis a= asthma. Pedistr Pulmonol 2020:55:

1007-1011

Fischer GB, Edgar ES, Mattiello R, Mocelin HT, Castro-Rodriguez JA

Post infectious bronchiolitis obliterans in children. Paediatr Respir Rewv.

2010;11:233-23%.

Global Initiative for Asthma. GINA-update: 2020, vowrw ginasthmaorg.

Acessed April 2020,

Spanevello A, Confalonieri M, Sulotto F, et al Induced sputum cellu-

larity: reference wvalues and distribution in normal volunteers. Am

J Respir Crit Care Med. 2000;162(3 Pt 1):1172-1174.

5. Maia SA, Eli D, Cunha R, et al. Clinical, functional. and cytological
evaluation of sputum in postinfectious bronchiolitis obliterans: a
possible overlap with asthma? J Bras Pneumal. 201%:45:e20190060.

]

=]

-

81



