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RESUMO

SILVA, T.M. "Perfil das citocinas IL-4, IL-5, IL-8 e IFN-y analisadas por RT-PCR
em tecido de mucosa nasal de pacientes portadores de Rinite Alérgica." Belo
Horizonte: UFMG, 2007. Tese (Mestrado em Medicina, area de Cirurgia) — Centro de
Po6s-Graduacéo da Faculdade de Medicina — UFMG.

A rinite alérgica é uma doenca resultante de uma reacédo inflamatéria da mucosa
nasal em consequéncia a reacdo de hipersensibilidade a alérgenos inalatérios e,
eventualmente, alimentares, mediada por IgE, envolvendo diferentes células,
mediadores e citocinas. O objetivo deste estudo foi avaliar as transcricbes para as
seguintes citocinas: IL-4, IL-5, IL-8 e IFN-y, particularmente importantes no processo
alérgico nasal, seguindo uma das linhas de pesquisa do Servico de
Otorrinolaringologia da UFMG referente a rinossinusopatias. Neste estudo, optou-se
por avaliar os pacientes atopicos fora das crises alérgicas, com a finalidade de se
conhecer as expressfes das citocinas neste periodo. Realizou-se um estudo
transversal e prospectivo, selecionando-se 30 pacientes, sendo 13 pacientes
portadores de rinite alérgica paucissintomaticos e 17 pacientes nao atopicos. Os
grupos foram selecionados através da historia, do exame clinico otorrinolaringolégico
e do teste alérgico cutaneo — Prick test. O perfil das citocinas foi pesquisado nos
fragmentos de mucosa nasal, através da reagcdo em cadeia da polimerase via
transcriptase reversa (RT-PCR) semiquantitativa, escolhida por apresentar boa
reprodutibilidade e especificidade, utilizando-se como referéncia o gene da B-actina.
Observou-se o aumento de IL-4 com significancia estatistica, uma forte tendéncia a
elevacdo de IL-5 e valores de IL-8 e IFN-y homogéneos em relacdo ao grupo
controle ndo-atépico.

Palavras-chave: Alérgenos. Citocinas/analise. Citocinas/imunologia.
Hipersensibilidade/imunologia. Reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase
reversa. Rinite alérgica perene. Rinite alérgica sazonal. Testes cutaneos.
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SUMMARY

SILVA, T.M. "Profile of IL-4, IL-5, IL-8 and IFN-y cytokines by the RT-PCR advanced
technique in nasal mucosa of patients with allergic rhinitis. "Belo Horizonte: UFMG,
2007. Thesis (Mastering in Medicine, area of Surgery) - Post-Graduation Center of
the College of Medicine - UFMG.

The allergic rhinitis is an inflammatory reaction of the nasal mucosa, in consequence
of the hypersensitive reaction to inhaling allergens and, eventually, alimentary,
mediated by IgE, involving different mediators and cytokines cells. The purpose of
this study was to evaluate the transcriptions for the following cytokines: IL-4, IL-5, IL-
8 and IFN-y, particularly important in the allergic nasal process, mainly IL-4 and IL-5,
following one of the research lines of the Otorhinolaryngology Service of UFMG. In
this study, it was opted to evaluate the atopic patients that were free from allergic
crises, with the purpose of knowing the cytokines expressions in this period. Another
prospective and transversal study was carried out, selecting 30 patients, 13 of these
pacients were paucisymptomatic and 17 non atopic pacients. The groups were
selected throughout the history, from the otorhinolaryngologic clinical exam and from
the skin allergic test — Prick test. The cytokines profile was researched in fragments
of the nasal mucosa, using the reverse transcription semi quantitative polymerase
chain reaction (RT-PCR), wich has been chosen by the reason that it presented a
good reproductivity and specificity, using beta-actin as its control. It was observed the
increase of IL-4 with statistic significance, one strong trend to the IL-5 rise, while the
values for IL-8, and IFN-y cytokines remained homogenous compared to the non
atopic group control.

Keywords: Allergens. Cytokines/analysis. Cytokines/Immunology.
Hypersensitivity/immunology. Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction.
Rhinitis, Allergic, Perennial. Rhinitis, Allergic, Seasonal. Skin Tests.



FIGURA 1
FIGURA 2
FIGURA 3
FIGURA 4
FIGURA 5

FIGURA 6

FIGURA 7

FIGURA 8

FIGURA 9

LISTA DE FIGURAS

Fatores desencadeantes da rinite alérgica ........ccccccvvvvvvvvevveeeeeennnnnn.
Efeitos dos principais mediadores na rinite alérgica...........ccccc........
TESLE CULANEO ..o
Classificacao da rinite alérgica ............cceeevvviiiiiiiiieee e
Produtos de PCR analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 8% corado pela prata.................eeeeeeeeeiiieiiieiniiiiiieennns
DistribuiC80 dOS grupOS POF SEXO0......uuvuuuiiieeeerieeeeirinnseeeeeeeeeeennnnnnnns
Sinais e sintomas clinicos mais frequentes na histéria pregressa...
Sensibilizacdo dos pacientes alérgicos aos antigenos mais
frEQUENTES ..ot e
Cirurgias realizadas nos grupos alérgicos e ndo alérgicos..............

10
24

30
30



TABELA 1

TABELA 2

TABELA 3

TABELA 4

TABELA 5

TABELA 6

TABELA 7

LISTA DE TABELAS

Sequéncias dos primers utilizados na transcri¢cao reversa —

PCR Para CItOCINGS. .......uuuvrrriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibiiieiieeieneieaees

Distribuicdo das medidas de tendéncia central e medidas

de disperséo das idades dos pacientes alérgicos e nao

=1 (=] (0 [0 R

Comparacéo de idade e dos valores das citocinas

corrigidos pela B-actina entre os pacientes alérgicos e ndo-

AIEIQICOS ..o

Coeficiente de correlagéo de Pearson entre idade e

VAlIAVEIS FTESPOSTA ...vvvveiiieeeeiiiiiiiiiiee e e e e e e ee e e e e e

Tamanho amostral calculado a partir dos valores da média

e desvio-padrao para IL-8 € IFN-Y.......ccceveieeieiicieeeeeee

Poder na comparacao das médias de IL-8 € IFN-y....................

Dados dos grupos alérgico e nao alérgico: idade, cirurgias,

valores das citocinas € B-actina .............eeeveeeeeeiieiiiiiiiiieneeeennn.

Xi



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

ANOVA Analise de variancia

ARIA Allergic Rhinitis and Its Impact on Asthma
BIREME Portal da Biblioteca Virtual em Saude
cDNA DNA complementar

DNA Acido Desoxirribonucléico

ELISA Enzime linked immunossorbent assay
GM-CSF Fator Estimulador de Col6nia de Granuldcito e Macrofago
IFN-y Interferon gama

IgE Imunoglobulina E

IgG Imunoglobulina G

IL-1 Interleucina 1

IL-2 Interleucina 2

IL-3 Interleucina 3

IL-4 Interleucina 4

IL-5 Interleucina 5

IL-6 Interleucina 6

IL-8 Interleucina 8

IL-9 Interleucina 9

IL-10 Interleucina 10

IL-12 Interleucina 12

IL-13 Interleucina 13

PCR Reacdo em cadeia da polimerase

RNA Acido Ribonucléico

RNAM Acido Ribonucléico mensageiro

RT-PCR Reacao em cadeia da polimerase via transcriptase reversa
Thl Célula T helper 1

Th2 Célula T helper 2

UFMG Universidade Federal de Minas Gerais

Xii



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ..ottt ettt et et te et e e et e eae e 1
2. REVISAO DA LITERATURA ..ottt sttt sttt 3
2. L RINITE @lIQICA ..cci i i i 3
2.1.1 Fatores desencadeantes da rinite alérgiCa...........ccooeeeeeviereeiiiiiiiie e 4
2.1.2 PreVallnCia. ... 5
2.1.3 Fases da rinite al€rgiCa ........ccoeeeeiieiiiiiiie e 5
2.1.4 Apresentacao clinica da rinite alérgiCa..........ccceuuvuriiiieeeeeeeeeiciee e 7
2.1.5 EXames COMPIEMENTAIES .........coovuiiiiiiii i e e e e e e e e 7
2.1.5.1 TESIES CULANCOS ....cevviiiiee ettt e e e e e e et e e e e e e e e e e eeenana s 7
2.1.5.2 Outros exames COMPIEMENTAIES. ......civiieeiiiieeiiiiie e ee e e e e e 9
2.1.6 Classificacao da rinite @lergiCa..........cceeeveeeeiiiiiiiiiii e 9
FZ 2 O | (o Yox 1 ¢ - SRR 11
V227200 N ol (o To [N o= To R - o3 o | (o Yo | i = 1= 11
2.2.2 Citocinas IL-4, IL-5, IL-8, € IFN=Y....uutiiiieiiiiiiiiiiiieeee e 11
2.3 RT-PCR: reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa .......... 16
3. OBUIETIVOS . ..ottt et et e e e e e e s et e e e e e e e e e et aeeeaaeas 18
3.1 ODJELIVO QEIAI ... —————————— 18
3.2 Objetivos €SPECITICOS....iiiiiiiiiiiii e 18
4. PACIENTES E METODO .......c.oiiiieeieieeeeeeee ettt eaeeteeaesaeeaenae e 19
R oY o U1 = Tot= To =TS AU o = To K= L 19
4.2 CritérioS de iNCIUSEO ....cceiiiiiiiiiieeee e 20
4.3 Criterios de eXCIUSA0 .....ccoeiiiiiiiiiiii e 20
4.4 Delineamento d0 €StUAO ......cooviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 20
4.5 REVISE0 A lITEIratUIa ....uueie e 20
4.6 TESTE CUTANEO ..ottt 21
4.7 Técnica laboratorial ... 22
4.7.1 Preparo dos fragmentos de mucosa nasal para extragdo do RNA................... 22
4.7.2 EXtrac80 dO RNA 1Ol .......ccoeiiieeiie e 22
4.7.3 Sintese do DNA complementar, cDNA, e reacdo em cadeia da

polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR) semiquantitativa ................... 23
4.8 Perfil das CItOCINAS .......ooiiiiiiiiiieiiee e 24
4.9 MEt0d0S eSTatiSTICOS ..oiiiiiiiiiiiiiii e 25



4.9.1 CodifiCaCA0 UAS VAINAVEIS.......ceii ittt ettt e e 25

4.9.2 Variaveis resposta e analise estatistica dos dados.............cccoeeeeevevviiiiiicinnneenn. 25
4.9.3 Calculo do erro tipo | e tipo 1l das amoStras .........cccocevvvvveiiiiiiiei e 26
O O] o= To (o F I <] A o] o L= PO PRTTTR 27
4.11 Consentimento livre e informado de participacdo na pesquisa.................. 28
5. RESULTADOS . ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e s et e e e e e e e e s s ansbbraeeeeaens 29
S0 I o =T PP 29
ST o PPN 30
5.3 SiNaisS € SINTOMAS NASAIS cooeeeiieee i 30
5.4 Sensibilidade a alérgenos .........c..uuiiiiiiiiiii s 31
5.5 Cirurgias rea@liZadas ..........uiiiieeeiiiieiiiii e e e 32
5.6 Perfil das CItOCINGS ....ccooe e 33
B. DISCUSSAD ..ottt sttt st s s s 34
B. L IAAUE .o 34
8.2 SEXO .. ettt e e e e e e et e e e et e et e a e e e e rn e e eeraaeaane 35
6.3 SINTOMAS NASAIS ...ceeeeeieeiiiiiiie e et e e e e e e ettt e e e e e e e e eeetaa e e e e eeeeeeenennnnnnes 35
6.4 Sensibilidade @ alérgenos .......cooiiiiiiiiiii e ————— 35
6.5 Perfil das CItOCINGAS ....ccoe e 36
7. CONCLUSOES ..ottt sttt 40
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 41
APENDICES E ANEXOS ......oiiiiiiieeeeeeeeeee e ee ettt et stestesteeaestestesteste e ste e e 46
APENDICE A — Teste de cutaneo por punctura — "Prick test” ...........ccccveveeeverennne. 47
APENDICE B — ProtoC0I0 ClNICO .......votriiiireeieiiisieieiee e 49
APENDICE C — Teste cutaneo — Tabela de anotagio.............ccceceeeveeeeeiveceeeeennn, 50
APENDICE D — Consentimento livre e esclarecido para a participacio em
[0 LSET0 [ 7= SR 51
APENDICE E — DAd0S 00S PACIENTES ........veiveeviieeeeieiteeieete e ees s eesste s sre e sae e 53
ANEXO A — Aprovagédo do SEDT Otorrinolaringologia do HC/UFMG....................... 54
ANEXO B — Aprovacédo do Departamento de Oftalmo/Otorrino e Fonoaudiologia
A FMIUFMG .. ...ttt e e e e e e e e e e e e e 55
ANEXO C — Aprovagéo do Departamento de Oftalmo/Otorrino e Fonoaudiologia
A FMIUFMG ... ..ttt e et e e e e e e e e e 56
ANEXO D — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG .............c..ceu....... 57

Xiv



1 INTRODUCAO

A rinite alérgica é uma doenca resultante de uma reacéo inflamatoéria que
envolve diferentes células, mediadores e citocinas, com varios efeitos sobre a mucosa
nasal [1-3]. E a expressdo clinica de intensas mudancas no tecido das vias
respiratoérias superiores e estruturas adjacentes apos a interagdo de IgE e alérgenos
especificos [4]. HA o predominio de células ativadas como linfocitos, mastocitos,
eosindfilos, basofilos, células endoteliais e epiteliais, reguladas pela producéo local de
varias citocinas [5].

Na rinite alérgica, os sintomas podem ser desencadeados por fatores
especificos (alérgenos) e inespecificos (irritantes primarios) que se acumulam no
muco, sendo absorvidos pela mucosa nasal [1, 6]. Manifesta-se por prurido nasal,
coriza hialina, esternutacdes e pela obstrucéo nasal, podendo ainda ocorrer sintomas
oculares como hiperemia, prurido e lacrimejamento [7].

Esta doenca destaca-se clinicamente de outras formas de rinites pelos
seguintes fatos: normalmente inicia-se em jovens (1 a 20 anos); forte histéria familiar;
propensdo a ocorrer com outras formas de alergia (eczema, asma e conjuntivite);
niveis séricos frequentemente elevados de anticorpos IgE total; tendéncia a ter niveis
séricos elevados de IgE especifica [8]. Apresenta um forte carater genético, com
incidéncia maior em pessoas cujos pais sao alérgicos. Nao tem preferéncia por sexo
ou raca e pode iniciar-se em qualquer idade [1].

As interleucinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-8, IL-13, GM-CSF (Fator Estimulador de
Colbnia de Granulocito e Macrofago) e IFN-y (Interferon gama), particularmente IL-4 e

IL-5, medeiam e regulam as func¢des imunoldgicas e inflamatérias da rinite alérgica.



Considerando estas informacdes e a linha de pesquisa desenvolvida no Servi¢co de
Otorrinolaringologia da UFMG, optou-se por investigar estas substancias entre dois
grupos: um grupo portador de rinite alérgica paucissintomatico e outro grupo nao
atopico.

A reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR) foi 0
método de analise laboratorial escolhido por apresentar boa reprodutibilidade e
especificidade [9-17].

Esta pesquisa teve por finalidade analisar, quantificar e comparar as
expressdes das citocinas IL-4, IL-5, IL-8 e IFN-y em pacientes portadores de rinite
alérgica paucissintomaticos, comparando-os com um grupo controle ndo atépico,
visando obter a relevancia destas citocinas naqueles individuos, fora do periodo de

crise alérgica.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Rinite alérgica

Pode-se definir a rinite alérgica como uma doenca inflamatéria da mucosa
nasal, em consequéncia a reacdo de hipersensibilidade a alérgenos inalatérios e,
eventualmente, alimentares, mediada por IgE — reacéo tipo | de Gell e Coombs — em
individuos com provavel predisposi¢do genética [1-3, 18].

A exposicdo alérgica induz a uma cascata de eventos inflamatérios [19],
incluindo a producdo de IgE, a aquisicao de IgE pelos mastdcitos e basofilos via FceRl
(receptor de alta afinidade para IgE), resultando na liberacdo de citocinas e
mediadores inflamatorios de quimiotaxia [20]. Estas substancias causam um afluxo de
leucocitos (eosinofilos, neutrofilos, basofilos, mondcitos, linfocitos) que infiltram os
tecidos afetados e liberam seus proprios mediadores e citocinas [19]. As células
endoteliais das vias aéreas também contribuem com o processo inflamatorio, gerando
varias citocinas, incluindo GM-CSF, IL-6, IL-8, TNF-a (Fator de necrose tumoral o) e
quimiocinas [21-23]. As citocinas, provenientes dos linfécitos Th2, especialmente a
IL-4 e IL-5 comandam o processo inflamatdrio alérgico [24].

Ainda que exista evidéncia de associacdo entre atopia e inflamacdo das
vias aéreas, a causa pela qual nem todo individuo atopico desenvolve um processo
inflamatorio das vias aéreas ndo esta clara, mesmo quando ha niveis elevados de IgE

3, 22, 25].



2.1.1 Fatores desencadeantes da rinite alérgica

Os alérgenos presentes no ar, em geral, sdo proteinas soluveis de baixo
peso molecular, penetrando facilmente no epitélio respiratério. Discute-se que o
desenvolvimento da doenca alérgica € dependente de muitos outros fatores, incluindo
0S niveis de exposicdo aos alérgenos inalados, fatores genéticos (embora 0s genes
ainda ndo sejam totalmente conhecidos) e a interacdo com irritantes das vias aéreas

(e.g., cigarro e infecgdes) [3, 22, 25]. (FIG. 1).

Aeroalérgeno

e Acaros da poeira: Dermatophagoides pteronyssinus,
Dermatophagoides farinae, Blomia tropicalis.

e Fungos: Clasdoporium sp, Aspergillus sp, Alternaria sp, Penicillium
notatum.

e Baratas: Blatella sp, Periplaneta americana.

e Animais: Felis catus, Canis familiaris, Hamster.

e Ocupacionais: trigo, poeira de madeira, detergentes, latex.

Irritantes e poluentes
e Intradomiciliares: fumaca de cigarro, poluentes ambientais.
e Extradomiciliares: ozonio, 6xido de nitrogénio, didxido de enxofre.

FIGURA 1 — Fatores desencadeantes da rinite alérgica [1]

No Brasil, a alergia ao poélen foi documentada nos estados da regido Sul,
onde as modifica¢des climéticas e as estacdes do ano sdo mais bem definidas [1]. No
restante do pais, quando foram analisadas as relagbes geograficas e climéaticas nas
quais os pacientes estdo inseridos, ndo houve predominio da ocorréncia de casos em

determinados periodos do ano, conferindo um carater perene a rinopatia alérgica, que



€ a forma mais comum, geralmente causada por alérgenos domésticos [7].

2.1.2 Prevaléncia

A rinite alérgica acomete 10 a 20% da populacéo geral [26-28]. A partir do
ISAAC (International Study of Asthma and Allergies in Childhood) obtiveram-se, pela
primeira vez, dados de prevaléncia de rinite entre criancas e adolescentes brasileiros.
Os resultados foram variaveis e as maiores taxas de prevaléncia de rinite foram
documentadas nos grandes centros urbanos. Nas cidades da regido Sul, as rinites
intermitentes sdo mais comuns, com as maiores prevaléncias de sintomas nasais
ocorrendo nos meses mais frios do ano (maio a agosto). Nas outras cidades do pais
nao houve diferenca na prevaléncia dos sintomas nasais de acordo com os meses do

ano. As rinites persistentes sdo as mais comuns nestas regides [1, 3, 7].

2.1.3 Fases darinite alérgica

A fase de sensibilizacdo do processo alérgico inicia-se com o
processamento e apresentacdo de fragmentos do alérgeno por células
apresentadoras de antigenos (APC) ao linfécito T auxiliar. Este processo envolve a
ativacdo de linfécitos, com producao de IL-4, ativacéo e diferenciacdo de linfécitos B
em plasmacitos produtores de IgE alérgeno-especifico. Os anticorpos IgE ligam-se a
receptores de IgE de alta afinidade localizados, principalmente, em mastocitos e
basofilos e a receptores de IgE de baixa afinidade em eosinofilos, mondcitos e
plaquetas [1, 29].

Em subsequente exposicdo ocorre a fase imediata (minutos até uma hora
apos estimulacéo alergénica), onde moléculas do alérgeno ligam-se a anticorpos IgE

fixados aos mastocitos da mucosa nasal, ocasionando degranulacédo com liberacéo de



mediadores quimicos pré-formados (histamina) e recém-sintetizados (leucotrienos,
prostaglandinas). A histamina estimula os receptores H1 nas terminacées nervosas
sensitivas e estimula fibras nervosas C, sendo responsavel pelos sintomas cardinais
da rinite alérgica: esternutos, prurido nasal e rinorréia [1, 29]. Esta fase ocorre em

90% dos pacientes (FIG. 2).

Histamina

Vasodilatacao

Aumento da permeabilidade vascular
Secrecao glandular

Estimulacéo de terminacdes nervosas

Prostaglandinas
e Aumento da permeabilidade vascular
e Prurido
e Agregacao e ativacao de plaquetas

Leucotrienos

Recrutamento e ativacdo de eosindfilos

Reducédo da apoptose de eosindfilos

Aumento da produgéo de citocinas IL-4, IL-5, e GM-CSF
Vasodilatacédo e edema

Aumento da secrecdo de muco pelas células caliciformes

FIGURA 2 — Efeitos dos principais mediadores na rinite alérgica [1]

Cerca de 4 a 6 horas ap0s contato posterior a fase imediata, 0os sintomas
retornam, e este novo periodo recebe o nome de fase tardia. Os sintomas
reaparecem mesmo sem nova estimulacdo alergénica e ocorre porque, ainda na fase
imediata, sao liberados os chamados mediadores de quimiotaxia, que causam um
afluxo de células inflamatorias (eosindfilos, basofilos, neutrofilos, linfocitos e
macrofagos) para o local da reacédo. Estas células passam a liberar seus proprios

mediadores [4, 29, 30]. A penetracdo destas células na mucosa nasal depende da sua



adesdo a determinados receptores que sdo expressos no endotélio dos vasos:
selectinas, E-selectina e P-selectina, ICAM-1 (Molécula de Adeséo Intercelular 1),
VCAM-1 (Molécula de adeséao a célula vascular 1) [31].

As vias neuronais envolvidas potencialmente na rinite alérgica incluem o
sistema nervoso simpatico, parassimpatico e nervos sensitivos periféricos. Evidéncias
recentes sugerem a participacdo adicional de neuropeptideos. O ténus simpatico
mantém a contracdo dos sinusoides e as fibras parassimpaticas controlam a

vasodilatacao e a secrecao glandular [24].

2.1.4 Apresentacao clinica da rinite alérgica

O quadro clinico classico inclui rinorréia aquosa, esternutacdes, prurido
nasal e conjuntival, obstrucdo nasal e, eventualmente, hiposmia [32]. Os trés
primeiros sintomas sdo considerados fenémenos "irritativos", principalmente devido a
histamina. A obstrucdo nasal € um fendmeno secundario a inflamacédo da mucosa,
induzido pelo edema, pela grande producdo de muco e vasodilatacdo dos vasos de
capacitancia sinusoidais [33]. Os sintomas sistémicos mais associados sao mal-estar
geral, cansaco, irritabilidade, insdnia, desinteresse nas atividades sociais e

educacionais, fadiga e alteracées do humor [3, 34].

2.1.5 Exames complementares

2.1.5.1 Testes cutaneos

Von Pirquet (apud Santos et al.,, 1997, p. 50) estabeleceu os testes
cutaneos como métodos diagndsticos, ndo direcionados apenas para doencas

alérgicas. O Prick Test — epicutaneo — € 0 mais comumente empregado devido a



facilidade na sua realizagédo, baixa ocorréncia de efeitos adversos (risco de 0,04%),
além de ser menos doloroso ao paciente. Os antigenos utilizados devem ser 0s mais
comuns do meio em que 0 paciente vive, levando-se em conta seus habitos e locais
de moradia, trabalho, estudo e locais de lazer. Os extratos devem ser de boa
gualidade e bem padronizados. O teste cutaneo pode ser positivo em 10% a 15% dos
individuos sem sintomas, que, eventualmente, podem vir a apresentar sintomas da
doenca alérgica com o decorrer dos anos [8].

Alguns medicamentos podem bloquear esse teste, como, por exemplo, 0s
corticéides sistémicos e, mais freqlientemente, os anti-histaminicos. Portanto, 0 uso
deve ser suspenso por um periodo de 5 a 10 dias anterior a realizacdo do mesmo [1]

(FIG. 3).

FIGURA 3 — Teste cutaneo (APENDICE A)



Causas de erros na avaliacao do teste cutaneo:

Proximidade entre os testes (< 2 cm); sangramento, levando a falso-
positivo; insuficiente penetracdo da lanceta, levando a falso-negativo; contaminacao
dos testes vizinhos, quando da retirada do excesso da solugcéo de extratos; extratos
de baixa poténcia; dermografismo, dermatite grave; drogas, principalmente anti-

histaminicos [3].

2.1.5.2 Outros exames complementares

Determinacdo de IgE sérica especifica, citologia nasal, exames
hematoldgicos, dosagem de imunoglobulinas (IgA, IgE, IgM e IgG), exames por
imagem, testes objetivos para avaliar cavidades nasais pérvias, provocacao nasal

(alérgenos e aspirina), biopsia nasal [1].

2.1.6 Classificacado darinite alérgica

Em 2000, Van Cauwenberge et al. classificaram a rinite alérgica de acordo
com o tempo de exposicdo ao alérgeno em: rinite alérgica perene, sazonal e doenca
ocupacional. Quando perene, os sintomas ocorrem ao longo de todo o ano; sazonal,
durante as estacfes de liberacdo de pdlen, e a ocupacional, quando o individuo se
encontra exposto a substancias alergénicas no meio profissional [26, 35, 36]

Segundo recomendacdo da ARIA (Allergic Rhinitis and Its Impact on
Asthma) e da OMS (Organizacdo Mundial da Saude), a classificacédo da rinite alérgica
deve levar em consideracdo a duracdo e a gravidade dos sintomas, incluindo

aspectos de qualidade de vida como mostra a FIG. 4 [1, 35].
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FIGURA 4 — Classificacdo da rinite alérgica — ARIA [1, 35].

10



11

2.2 Citocinas

Sao proteinas secretadas pelas células da imunidade inata e adaptativa
que regulam muitas das funcBes dessas células. Diferentes citocinas estimulam
respostas diversas das células envolvidas na imunidade e inflamacéo [37].

No processo inflamatorio alérgico da mucosa nasal, ha a presenca de
infiltrado celular, constituido predominantemente por mastocitos, linfocitos e
eosinofilos ativados, e estas células sao reguladas pela producao local de varias

citocinas, particularmente IL-4 e IL-5 [5, 38].

2.2.1 Producao das citocinas

A producdo de citocinas é um evento breve e autolimitado. Uma vez
sintetizadas pela transcricdo de genes codificados por RNA mensageiros, sao
rapidamente secretadas, resultando em uma explosdo de liberagcdo, quando
necessario. [37]. As razbes que determinam a secrecao de determinado padrdo de
citocinas frente ao estimulo antigénico ainda ndo estdo bem estabelecidas. As
principais fontes de citocinas sdo: APC (células apresentadoras de antigenos), células
endoteliais e epiteliais, linfécitos T, estroma da medula 6ssea, leucocitos, fibroblastos,

queratinocitos, plaquetas, enfim, tanto células linféides quanto nao linféides[39].

2.2.2 Citocinas IL-4, IL-5, IL-8 e IFN-y

A rinite alérgica é, particularmente, um bom modelo para o estudo das
citocinas in vivo. Na rinite alérgica, ha um padrdo de citocinas tipicamente
caracteristico de linfécitos Th2, comprovando-se um aumento significativo de IL-3, IL-

4, IL-5, IL-8, IL-13 e GM-CSF durante os episodios alérgicos [40]. Estudos relatam o
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baixo nivel de IFN-y e altos niveis de IL-4 e IL-5 em individuos atépicos durante
estacdes polinicas [41].

Neste estudo foram pesquisadas as transcri¢cdes de IL-4, IL-5, IL-8 e IFN-y.

A IL-4 é o principal estimulo para a producdo de anticorpos IgE e para o
desenvolvimento de células Th2 a partir de células T auxiliares CD4+. A IL-4 é a
"assinatura" da subpopulacdo Th2 [37]. As principais fontes celulares de IL-4 sdo os
linfécitos T CD4+, mastocitos e basdfilos ativados [42-45]. Em analises laboratoriais,
houve diminuicdo da sintese de IgE quando as células do sangue periférico foram
incubadas in vitro, junto a IL-12 e IFN-y, as quais exercem efeito inibitorio sobre a IL-4.
Esta citocina estimulou significativamente a sintese de IgE ao ser incubada junto a
células sanguineas [46].

Em estudo realizado em 2000, observou-se que, quando houve
estimulacdo da sintese de IL-4, o desenvolvimento da sintomatologia alérgica foi
minimo. No entanto, o aumento da IL-5 foi acompanhado de sintomas caracteristicos
da hiperreatividade nasal. Destacou-se, claramente, um interesse e um novo conceito
de que IL-4 estd implicada na sensibilizacdo alergénica, mas ndo na manifestacédo
clinica, e que a IL-5, mais que um fator de atopia, parece ser um marco da
manifestagdo clinica de disparo das doencas atdpicas. [23].

A IL-5 € uma citocina ativadora de eosindfilos e serve como ligagédo entre a
ativacdo das células T e a inflamacdo alérgica eosinofilica. E produzida pela
subpopulacdo Th2 de células T CD4+ e por mastdcitos ativados. A IL-5 € uma das
mais importantes citocinas envolvidas com as manifestacdes clinicas das doencas
alérgicas [43, 47]. Alguns autores investigaram a habilidade da IL-5 em causar a
migracdo de eosindfilos para a mucosa nasal in vivo. Observaram que ela recruta,

preferencialmente, eosindfilos dos vasos para dentro da lamina propria. E considerada
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a mais especifica para a linhagem de eosindfilos, sendo essencial para a
diferenciacéo terminal, crescimento, ativacdo e sobrevida dessas células sanguineas
[23, 48-50]. Desta forma, os eosinofilos tém sido implicados como sendo as maiores
células efetoras na patogénese da doenca alérgica [31]. Elas exercem seus efeitos
patolégicos através de uma variedade de fungcbes como adesdo, quimiotaxia,
degranulacdo, formacdo de produtos, que resultam em importantes alteracdes
histologicas e fisiologicas como lesdo tecidual, producdo de muco, edema e
broncoespasmo [51]. H& uma significante relacdo entre os niveis de IL-5, a infiltracéo
eosinofilica nasal e as manifestacdes clinicas da rinite alérgica [52].

Criancas portadoras de rinite alérgica persistente, devido a sensibilizacéo
por acaros, foram estudadas e observou-se uma significante relacdo entre a infiltracéo
eosinofilica nasal e os niveis de IL-5. Observaram que quanto maior o niumero de
eosinofilos infiltrados na mucosa nasal, maior o processo inflamatorio e maior a
obstrucéo das vias aéreas [40].

Em 1998, utilizando polen como sensibilizante, foram comparados trés
grupos de individuos: um nao atopico, um atopico assintomatico e outro atopico
sintomatico. Foram medidos os niveis de IgE, IL-5 e IFN-y nos trés grupos, antes e
apos a exposicao. No grupo atdpico assintomatico observou-se, antes da exposi¢ao,
um pequeno aumento dos valores de IgE e das citocinas, mas ainda em niveis
inferiores ao grupo atopico sintomético. No grupo ndo atopico, ndo houve alteracdes.
Apbs a exposicdo ao alérgeno, o grupo atdpico sintomatico e o grupo atopico
inicialmente assintomatico apresentaram o0s maiores valores de IgE e IL-5.
Concluiram que a IL-5 é uma citocina chave para o aparecimento dos sintomas da
rinite alérgica. A expressdo de IFN-y ndo diferiu em pacientes sintométicos ou

assintomaticos, sugerindo que as ceélulas Thl ndo exercem funcédo de sensibilizacédo
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com manifestacdes clinicas da rinite alérgica sazonal [23, 53].

IL-8 é uma citocina também conhecida como “citocina quimiotaxica”,
potente mediador do recrutamento de células e da neovascularizacdo em doencas
inflamatérias e neoplasicas [54, 55]. E produzida pelas células epiteliais, macrofagos e
linfocitos T [56]. E importante no processo de migracdo de leucécitos, fazendo com
que estes parem de rolar, adiram firmemente ao endotélio e dirijam sua migracdo em
direcdo ao sitio da inflamacao/infeccdo. A migracdo dos leucdcitos se da através de
um gradiente de quimiocinas cuja concentracao vai aumentando em dire¢cdo ao foco
inflamatorio [20, 37, 40, 48, 57, 58]. Estudos realizados em culturas de células
epiteliais de pacientes sem rinite alérgica, pacientes com rinite alérgica e pacientes
portadores de polipose nasal demonstraram que as células de pacientes com rinite e
polipo sintetizam significativamente grande quantidade de IL-8 e GM-CSF [24]. Esta
citocina, IL-8, apresenta importante funcdo na fase tardia da reacdo alérgica,
especialmente, na inducédo da liberacdo de histamina e leucotrienos [20, 59, 60]. Foi
localizada nas células epiteliais da mucosa nasal, semelhante a IL-6, e nas células
das glandulas da camada superficial da lamina propria, proxima dos sinusoides e
perto das veias da camada profunda da lamina propria [20, 61]. Biopsias de mucosa
nasal foram colhidas antes e apo6s 1 hora, 24 horas e 1 semana da estimulacéo
alergénica. Observou-se um aumento significante de eosinofilos, IL-8, IL-1B e
RANTES (Regulated and normal t cell expressed and secreted) na primeira hora e nas
24 horas seguintes [61].

O IFN-y é a principal citocina ativadora de macrofagos e exerce fungdes
criticas na imunidade inata e na imunidade adaptativa mediada por células. O IFN-y
promove a diferenciacdo de células T CD4+ para a subpopulacdo Thl e inibe a

proliferacdo de células Th2. O efeito final dessas atividades do IFN-y é promover
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reacoes inflamatdrias ricas em macrofagos e, ao mesmo tempo, inibir as reacdes ricas
em eosindfilos dependentes de IgE [37, 39, 61].

Vinte e uma criancas foram seguidas da segunda a sétima estacao
polinica, com exposicao particular a bétula. Nesse estudo, a producéo de IFN-y e IL-
10 aumentou com a idade tanto em individuos atépicos, quanto em individuos néo
atopicos. Duas criancas que foram sensibilizadas e que desenvolveram clinica de
rinite alérgica para a bétula mostraram producdo persistente de IL-4, IL-5 e IL-9 e
diminuicdo dos niveis de IFN-y. Concluiu-se que a resposta imunologica Th2 foi
regulada para baixo apos quatro estacdes de polen, exceto em duas criangcas que
desenvolveram a alergia clinica para a bétula. Nestas criancas, observaram
preponderancia das células Th2 [62].

Pacientes portadores de rinite alérgica sazonal foram avaliados durante a
estacdo de polen e fora da mesma. Durante a exposicao polinifera, a presenca de
eosinofilos e neutréfilos na secrecdo nasal foi observada em todos os individuos.
Havia baixos niveis de IFN-y e altos niveis de IL-4 e IL-5. Fora da estacéo polinifera,
havia leve infiltrado de eosindfilos e neutrofilos e uma relacdo inversa Thl/Th2 com
aumento de IFN-y e diminuicéo de IL-4 [41].

Observou-se uma desigualdade entre os niveis de IFN-y (Th1) e niveis de
IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 (Th2) em um grupo de criancas estudadas, pressupondo-se
que uma deficiente liberacdo de IFN-y poderia ser um possivel traco de atopia e teria
uma importante funcdo na patogénese da rinite alérgica, permitindo que as citocinas
das células Th2 induzam a um aumento intranasal dos niveis de IgE, eosindfilos e
ECP (proteina catidnica eosinofilica) [38, 63].

Fatores ambientais como hidrocarbonetos aromaticos, provenientes da

gueima do diesel, também aumentam a producao de IgE e de algumas citocinas como
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IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, o que explica o0 aumento da incidéncia de rinite

alérgica em regides industrializadas [4, 62].

2.3 RT-PCR: reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa

Com o advento de novas doencas infecciosas e 0 ressurgimento de
patogenos histéricos que se tornaram resistentes a associacdes de antibiéticos, foi
necessaria a criagdo de uma nova modalidade de diagndstico mais rapido, especifico
e sensivel. Assim, em 1985, Saiki, et al. desenvolveram uma técnica, inovadora, a
reacdo em cadeia da polimerase, mas que ainda utilizava um grande volume de
enzimas com elaboracdo muito demorada. Kary Mullis, em 1987, percebeu que
possuia uma importante ferramenta, inovou a técnica de Saiki, conseguindo
especificidade na copia de determinados segmentos de DNA, introduzindo o conceito
de primer de PCR. Em 1993, recebeu prémio Nobel de Quimica. A reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) é uma técnica de amplificacdo in vitro, potencialmente (til, que
pode, em questdo de horas, amplificar sequéncias especificas de DNA e é
extremamente sensivel. Encontra sua principal aplicacdo em situacbes onde a
quantidade de DNA disponivel é reduzida. Uma das modalidades da PCR é a RT-
PCR. A enzima transcriptase reversa (RT) reproduz o DNA a partir de um molde de
RNA. Esta enzima esta sendo muito utilizada no campo da engenharia genética,

permitindo o sequenciamento de fragmentos de DNA através de analises quimicas e

reacdes enzimaticas [10, 64-66].

Dreskin et al. analisaram dez individuos adultos portadores de rinite
alérgica submetidos a exposicao alergénica especifica. As dosagens de IL-5 foram
realizadas através de dois métodos: ELISA com coleta de proteinas através de papel

filtro, e RT-PCR através de biopsias da mucosa nasal no periodo de 0 hora, 3horas e
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6 horas apds a exposicdo a alérgeno especifico. Os niveis de RNAm para IL-5
medidos pelo RT-PCR tiveram um aumento significativo tanto nas 3 horas quanto nas
6 horas poés-exposicdo. A IL-5 que foi mensurada através do método ELISA néo
apresentou uma correlacéo significativa entre os sintomas alérgicos e as alteracdes
encontradas nesta medida. A dosagem realizada pela RT-PCR correlacionou-se com
as mudancas desta citocina e o total de sintomas melhor que as dosagens de IL-5

pelo ELISA [11].
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3 OBJETIVO

Comparar o perfil das citocinas IL-4, IL-5, IL-8 e IFN-y entre pacientes nao
alérgicos e pacientes alérgicos paucissintomaticos, ndo estimulados previamente por
alérgenos, com a finalidade de se conhecer as expressdes destas citocinas neste

periodo.
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4 PACIENTES E METODO

Trata-se de um estudo transversal prospectivo, composto por 30 pacientes:
13 pacientes portadores de rinite alérgica e 17 pacientes ndo portadores desta
afeccdo. Estes pacientes tinham indicacao prévia para submeterem-se a septoplastia

com turbinectomia, adenoidectomia e/ou amigdalectomia com turbinectomia.

4.1 Populagéo estudada

Os pacientes que participaram desse estudo foram aqueles que
procuraram o Servico de Otorrinolaringologia do Hospital das Clinicas da UFMG, no
periodo de fevereiro de 2004 a abril de 2005. Dos 30 pacientes estudados, 17 eram
do grupo controle, ndo portadores de rinite alérgica, e 13 eram portadores de rinite
alérgica. Estes dois grupos foram selecionados através da historia, do exame clinico
otorrinolaringolégico e do teste alérgico cutaneo — Prick test (APENDICES B, C).

A faixa etaria variou entre 3 e 47anos, independentes de cor, sexo, etnia,
religido ou classe social.

Este estudo ndo teve nenhuma acdo decisOria sobre a indicacao
terapéutica anterior ou posterior ao tratamento cirdrgico realizado, respeitando,
eticamente, as decisbes dos cirurgibes otorrinolaringolégicos. Foram aproveitados
apenas os fragmentos de conchas nasais que seriam descartados ao final das

cirurgias.
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4.2 Critérios de inclusao

Pacientes que seriam submetidos a remocao cirdrgica das conchas nasais
e que aceitassem fornecer estes fragmentos, apOs realizacdo do teste alérgico

cutaneo.

4.3 Critérios de excluséo

Pacientes que ndo concordassem em participar do estudo; pacientes em
uso de anti-histaminicos e/ou corticoides por pelo menos trinta dias antes de se
realizar o procedimento cirdrgico, ou que nao pudessem interromper o uso de
medicamentos que influenciassem a resposta cutanea; pacientes com dermatite e
eczema graves de pele; pacientes menores de 3 anos ou acima de 60 anos, devido a
maior ocorréncia de falsa-negatividade em funcédo da diminuicdo da reacdo ao teste

alérgico nestas idades.

4.4 Delineamento do estudo

Os pacientes foram selecionados no Ambulatério de Otorrinolaringologia do
Hospital S&o Geraldo, pertencente ao Complexo Hospitalar do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

Todos os pacientes e seus acompanhantes receberam explicacdes sobre a
pesquisa, seus objetivos e o0s meétodos utilizados. Aqueles que concordaram,

assinaram o formulario de consentimento livre e esclarecido.

4.5 Revisao da literatura

A revisdo da literatura foi iniciada em janeiro de 2004, através de pesquisa
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bibliografica de artigos indexados pelo MEDLINE (Portal de acesso de fonte de
consultas da Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos) e PUBMED (Portal
de acesso de fonte de consultas da Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados
Unidos e outros jornais de ciéncias da vida para artigos biomédicos), via internet
(<www.nlm.nih.gov).

Os artigos foram obtidos através do portal CAPES (Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - <www.periodicos.capes.gov.br>),
BIREME (<www.bireme.br>), através da Biblioteca da UFMG, da Faculdade de

Ciéncias Médicas e do sistema de comutacao entre bibliotecas.

4.6 Teste cutaneo

Os pacientes foram submetidos ao teste cutaneo por punctura — Prick Test.
Foram utilizados como antigenos: Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides
pteronyssinus, poeira domiciliar, Blatella sp, graminea, fungos, penas, gato e céo.
Este material foi adquirido do laboratério farmacéutico Internacional Pharmacéutica
Immunology do Brasil Ltda (IP1) — Sdo Paulo. (APENDICES A e C).

O teste cutaneo deve ser realizado na face anterior do braco ou na regiao
dorsal em criancas. A pele deve ser limpa com cuidados habituais de assepsia sendo
colocados o0s alérgenos, gotas Uunicas de cada um, a uma distancia de
aproximadamente 2 cm. Utiliza-se agulha hipodérmica ou lanceta com a finalidade de
promover passagem do alérgeno através do extrato corneo da pele, limitando o grau
de penetracdo. A leitura € feita 15 a 20 minutos apds a aplicacdo dos extratos,
considerando-se positivas papulas com diametro igual ou superior a 3 x 3 mm.

Para o controle positivo, foi utilizada a histamina, e, para o controle

negativo, o soro fisioldgico [3, 8].
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4.7 Técnica laboratorial

4.7.1 Preparo dos fragmentos de mucosa nasal para extracdo do RNA

Os fragmentos de mucosa nasal foram colocados em tubos de "Eppendorf"
com capacidade para 1,5 ml, estéreis, identificados com as inicias do nome do
paciente e a data da coleta. Em seguida, estes tubos foram colocados em caixa de
isopor com gelo e levados ao Laboratorio de Imunologia do Hospital Sdo Geraldo,
pertencente ao Complexo Hospitalar do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais. Neste local, os fragmentos foram congelados a -80° C.

Todas as manipulagcdes para o preparo do material envolvido no processo
de extracdo do RNA total dos fragmentos foram realizadas, utilizando-se luvas e
materiais descartaveis.

Posteriormente, esse material foi encaminhado para o Instituto de Ciéncias

Bioldgicas (ICB), com todo o rigor exigido, onde também foi mantido a -80°C.

4.7.2 Extracdo de RNA total

A extracdo do RNA foi realizada utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen)
de acordo com as recomendacbes do fabricante. Para isto, as amostras foram
maceradas em homogeneizadores de vidro, contendo 1 ml do reagente Trizol®
(Invitrogen). Os tecidos foram macerados, e a solucéo resultante foi transferida para
tubos de 1,5 ml. Em cada amostra, foi adicionado 0,2 ml de cloroférmio, e, apos
misturar vigorosamente, a solucéo foi incubada em gelo por 15 minutos, seguida de
centrifugacdo a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. A camada superior resultante da
centrifugacéo foi transferida para um novo tubo de 1,5 ml, e o0 RNA precipitado com

isopropanol (Sigma). O RNA foi, entdo, obtido em nova suspenséo com 40 ul de agua
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MilliQ (Millipore do Brasil) e tratado com 2,5 U de DNAse: RNAse free (Promega) por
20 minutos a 37°C. O RNA foi extraido, utilizando 200 ul de reagente Trizol®
(Invitrogen) e feita nova suspensdo em 30 ul de agua MilliQ. A concentracdo do RNA,
nas amostras, foi quantificada em espectrofotdometro no comprimento de onda de
260nm, e a integridade foi avaliada por eletroforese desnaturante em gel de agarose a

0,8%.

4.7.3 Sintese de DNA complementar, cDNA e reacdo em cadeia da polimerase

via transcriptase reversa (RT-PCR) semiquantitativa

O cDNA foi sintetizado a partir de 1,25 ug de RNA total, utilizando
iniciadores hexameros randémicos (Promega®), e o sistema da transcriptase reversa
SuperScript 1l (Invitrogen®) de acordo com as recomendacdes do fabricante. A PCR
foi realizada em um volume final de 20 ul, na presenca de 1 ul do cDNA, 0,25 mM de
dNTP, 0,2 uM de cada iniciador e 1 U de Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen®).

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 8% corado pela prata. Os géis foram fotografados e os resultados
analisados por densitometria, utilizando o AlphaDigiDoc 1201TM (Alphalnotech®).
Esse programa calcula o valor integrado de densidade (IDV - integrated density
value) para cada banda que é definida como a intensidade dos pixels da regido
delimitada pela banda, subtraida da intensidade dos pixels da coloragdo de fundo

(background) (FIG. 5).
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Actina iL-4 IL-5 iL-8 IFN

FIGURA 5 — Produtos da PCR analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida 8%
corado pela prata.

4.8 Perfil de citocinas

A analise do perfil de citocinas foi pesquisada nos fragmentos de mucosa
nasal, utilizando-se a reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa
semiquantitativa (RT-PCR semiquantitativa). Foram analisadas as transcricdes para
as seguintes citocinas: IL-4, IL-5, IL-8 e IFN-y (TAB. 1).

TABELA 1
Sequéncias dos primers utilizados na RT — PCR para citocinas

GENE Senso 5 = 3 Antisenso 5' = 3' Amplicon/bp
B-actina ggatgcagaaggagatcactg cgatccacacggagtacttg 90
IL-4 ttgaacagcctcacagagcaga gttgtgttcttggaggcagca 80
IL-5 ctgaggattcctgttcctgt caactttctattatccactc 257
IL-8 gacttccaagctggccgtg ctccttggcaaaactgcacc 81
IFN-y actgacttgaatgtccaacgca atctgactcctttttcgcettcc 101

bp — pares de bases

Como néo foi possivel clonar o gene para se obter a quantidade absoluta

necessaria do RT-PCR em tempo real, foi utilizado um gene referéncia chamado
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"house-keeping", que, nesse caso, foi o da B-actina. O coeficiente foi, entdo, adquirido
a partir da divisao do valor da B-actina de cada paciente pela média dos 30 pacientes.
Esta dosagem foi chamada de relativa porque mediu-se a expresséo do controle em

relacdo ao teste padrédo [9, 10, 12, 13, 15, 16, 67, 68].

4.9 Métodos estatisticos

4.9.1 Codificacao das variaveis

Na analise estatistica, entre as medidas de interesse, foram utilizados
testes paramétricos e ndo parameétricos, com nivel de significancia estatistica fixado
em 5% e intervalo de confianca de no minimo 80% e maximo de 95%.

As variaveis continuas como a idade, IL-4, IL-5, IL-8, IFN-y e B-actina foram
analisadas como tal, sendo calculadas as medidas de tendéncia central (média e

mediana) e as medidas de disperséo (desvio-padrdo e amplitude) [69-73].

4.9.2 Variaveis resposta e analise estatistica dos dados

Neste estudo, as variaveis acima, identificadas como resposta, foram
comparadas para os dois grupos de pacientes: alérgicos e ndo-alérgicos.

Quando estas variaveis resposta foram comparadas com outras variaveis
categoéricas, por exemplo sexo, foi utilizado o qui-quadrado de Bartlett, determinando
se existe associagcdo ou ndo entre duas ou mais variaveis. Neste estudo, o teste qui-
guadrado foi utilizado para verificar se a variancia correspondente ao quadrado do
desvio-padrao era homogénea entre os dois grupos de cada variavel dicotbmica, que,
guando apresenta valor de p>0,05, indica que as variancias sdo homogéneas. Neste

caso, podem ser usados testes paramétricos como "ANOVA" (Analysis of Variance) e
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o teste "t" para comparacao de duas médias. Se o valor de p correspondente ao qui-
quadrado de Bartlett for menor que 0,05, indicando que as variancias ndo sao
homogéneas, sera utilizado um teste ndo paramétrico, no caso o teste de Kruskal-
Walllis, empregado para comparar duas ou mais medianas, calculado pelo Epi Info.
Quando o valor de p correspondente a estes testes (ANOVA, teste "t" e Kruskal-
Wallis) for menor que 0,05, as médias sao diferentes [69-73].

Quando as variaveis resposta foram comparadas com a variavel idade,

outra variavel continua foi utilizada: o coeficiente de correlacdo de Pearson [69-73].

4.9.3 Calculo do erro tipo | e tipo Il da amostra

O numero de individuos para esta pesquisa baseou-se inicialmente em
dados discutidos estatisticamente e obtidos em avaliacfes de artigos com linhas de
pesquisa semelhantes [22, 23, 38, 40, 46, 52, 54, 56, 62, 63, 66, 74-77]. Em virtude
do alto custo do material utilizado, da centralizacdo em um unico local e do tempo de
realizacdo do exame, foi feita a opcdo por ndo estender o nimero de pacientes além
daqueles relatados nos artigos estudados. A amostra foi composta por 30 pacientes,
sendo 17 do grupo controle (ndo portadores de rinite alérgica) e 13 pacientes
portadores de rinite alérgica.

Assim, uma das analises estatisticas utilizada foi o calculo do erro tipo I,
também chamado de erro beta. No presente estudo, poderia significar que os valores
das citocinas séo, na média, diferentes entre o grupo com e sem alergia, mas pelo
tamanho amostral esta diferenca ndo foi demonstrada. O erro tipo Il pode ser
causado, entre outros fatores, pelo tamanho insuficiente da amostra. Sendo assim, o

tamanho amostral também foi recalculado.



27

Para os calculos acima descritos, foi utilizada a formula proposta por

HOSMER LEMESHOW:

26 [z @an+ Z qpy’

n=

(diferenca)”
Onde:
n = amostra

o = "média do quadrado” nos grupos
Z(1-a/2) = area da curva de distribuicdo normal do erro tipo |
Z(1-B) = area da curva de distribuicdo normal do erro tipo Il

Diferenca = valor da diferenca da média dos dois grupos.

4.10 Aspectos éticos

Este projeto foi aprovado segundo os tramites exigidos pelo curso de Pés-
Graduacao de Medicina da UFMG, area de concentracdo em Cirurgia e foi submetido
a Camara do Departamento de Oftalmologia, Otorrinolaringologia e Fonoaudiologia da
Faculdade de Medicina da UFMG, com parecer aprovado pelo Prof. Joel Edmur
Boteon (ANEXOS A, B e C).

Em seguida, foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa Médica da
UFMG (COEP) e aprovado em 14 de outubro de 2004, sob o parecer n° ETIC 044/04,

assinado pela Prof2. Dr2. Maria Elena de Lima Perez Garcia (ANEXO D).
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4.11 Consentimento livre e informado de participacdo na pesquisa

Os participantes foram esclarecidos dos objetivos, métodos e
procedimentos deste estudo. O direito de continuidade do atendimento médico, apos
o término da investigacdo e a liberdade de cancelar seu consentimento de
participacdo a qualquer momento, sem que isso interferisse no atendimento presente

el/ou futuro, foram-lhes assegurado (APENDICE D).
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5 RESULTADOS

Todos os resultados abaixo foram colocados discriminadamente em uma

Unica tabela (APENDICE E).

5.1 Idade

A faixa etaria dos pacientes variou de 3 a 47 anos, estando a média, a

mediana, o desvio padrédo e a amplitude detalhados na TAB. 2.

TABELA 2
Distribuicdo das medidas de tendéncia central e medidas de dispersédo das
idades dos pacientes alérgicos e nao alérgicos

Grupo Média Mediana Desvio-Padrao Amplitude
Alérgico 13,4 11 7,4 3-26
Idade
N&o Alérgico 19,2 19 13 3-47

Valor de p 0,21




30

5.2 Sexo

Distribuicdo por sexo dos pacientes nos grupos alérgico e ndo alérgico (FIG. 6)

B Feminino

O Masculino

Pacientes
(6)]
1

Alérgico N&o alérgico

FIGURA 6 — Distribuicdo dos grupos por sexo

5.3 Sinais e sintomas nasais
Sinais e sintomas nasais presentes na historia pregressa dos pacientes

(FIG. 7)

O Obstrugéo nasal
B Espirros em salva
O Rinorréia aquosa
B Prurido nasal

B Prurido conjuntival
B Hiposmia

Pacientes

Alérgicos N&o-alérgicos

FIGURA 7 — Sinais e sintomas clinicos mais freqiientes na histéria pregressa.



5.4 Sensibilidade a alérgenos

Distribuicéo da sensibilidade a alérgenos no grupo atopico (FIG. 8)

31
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o
I

Pacientes
(0]
1

FIGURA 8 — Sensibilizacao dos pacientes alérgicos aos antigenos mais freqiientes.
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5.5 Cirurgias realizadas

Os pacientes desta pesquisa foram submetidos as cirurgias listadas na

FIG. 9.
12
O Septoplastia + turbinectomia
10 -
B Adenoidectomia + turbinectomia
n 8-
9 O Adenoamigdalectomia + turbinectomia
c
2
Q
©
(Al

Alérgicos N&o-alérgicos

FIGURA 9 — Cirurgias realizadas nos grupos alérgicos e ndo alérgicos
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Expressao das citocinas IL-4, IL-5, IL-8 e IFN-y com os valores ajustados

pelo da B-actina (TAB. 3).

TABELA 3

Comparacgéo da idade e dos valores das citocinas corrigidos pela B-actina entre
0S pacientes alérgicos e ndo-alérgicos

Alérgicos

N&o-alérgicos

Variavel Média DP  Mediana Amplitude

B-actina 80209 10221 75909 66332-96794

IL4 37894 38998 24133  2838-126110

IL5 39966 29899 30124 3013-92463

IL8 44515 23349 40622 17418-95491

IFN-y 123144 72907 99817 29679-184417 102575

Idade 13,4 7,4 11,0 3,0-26,0

Valor

Média DP  Mediana Amplitude
dep
80552 11467 77443  64111-99882 0,98
13396 15577 4624 119-51296 0,03
18714 17334 11382 2875-71402 0,06
37491 33518 27079  6887-129924 0,17
42430 95574  29679-184417 0,72
19,2 13 19,0 3,0-57,0 0,21

DP — Desvio-padrao
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6 DISCUSSAO

6.1 Idade

No grupo portador de rinite alérgica, a idade variou de 3 a 26 anos, e, no
grupo nao alérgico, de 3 a 47 anos. A distribuicdo das idades nos dois grupos foi
assimétrica, uma vez que os pacientes envolvidos nesta pesquisa foram aqueles com
indicagao para turbinectomias (TAB. 2).

Na TAB. 4 é apresentado o coeficiente de correlacdo de Pearson para a
comparacao de IL4, IL5, IL8, IFN-y e B-actina com a variavel idade. N&ao foi observada
nenhuma correlacdo com significancia estatistica (p=0,21) entre as variaveis

apresentadas, concordando com dados da literatura [1, 7, 26, 78].

TABELA 4
Coeficiente de correlacédo de Pearson entre idade e variaveis resposta

Variavel independente r r? Valor-p
B-actina -0,264 0,070 0,158

IL-4 -0,178 0,032 0,348

IL-5 -0,341 0,116 0,065

IL-8 -0,236 0,056 0,210

IFN-y -0,182 0,033 0,337

r: o coeficiente de correlacéo de Pearson.
r2: o coeficiente de determinacéo.
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6.2 Sexo

No grupo alérgico, 23% dos pacientes eram do sexo feminino e 77% do
sexo masculino; no grupo nao alérgico, 53% eram do sexo feminino e 47% do sexo
masculino. Observou-se que a rinite alérgica nao tem preferéncia por sexo ou raca

como foi observado em dados da literatura [1, 7, 26, 78] (FIG. 6).

6.3 Sintomas nasais

Todos os pacientes tinham em comum a queixa de obstrucdo nasal, por
apresentarem doencas que também obstruiam as vias aéreas superiores como:
hipertrofia de tecido adenoideano e/ou hipertrofia de tonsilas palatinas, desvios

septais e hipertrofia de conchas nasais.

Os portadores de rinite alérgica apresentavam-se paucissintomaticos no
pré-operatorio. A histéria pregressa destes pacientes alérgicos era compativel com
rinite persistente de intensidade leve a moderada de acordo com a classificacdo mais

recente publicada na literatura [1, 35] (FIG. 4, 7).

6.4 Sensibilidade a alérgenos

Utilizaram-se os antigenos Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides
pteronyssinus, poeira domiciliar, Blatella sp, graminea, fungos, penas, gato e céo.
Para o controle positivo, foi utilizada a histamina e, para o controle negativo, o soro
fisiologico [3]. Os pacientes portadores de rinite alérgica apresentaram positividade
para o D. farinae em 100% dos casos; 84% para o D. pteronyssinus e poeira
domiciliar; 46% tiveram o teste positivo para gramineas; 23% reagiram as substancias

alergénicas do cdo, da Blatella sp e dos fungos. Nao houve, neste grupo,
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sensibilizacdo para as penas (FIG. 8).

Os resultados acima concordaram com dados da literatura onde a maior
ocorréncia de rinite alérgica ocorreu devido a sensibilizacdo por acaros e outros
componentes da poeira domiciliar. No Brasil, os sintomas clinicos de pacientes
portadores de rinite alérgica sdo frequentes durante todo o ano, mas alguns autores
relatam a exacerbacdo nos periodos de outono/inverno, porque as condicdes
climaticas favorecem a proliferacdo do acaro, apesar deste ectoparasita estar

presente no meio domiciliar durante todo o ano [1, 3, 7].

6.5 Perfil das citocinas

Os valores de IL-4, IL-5, IL-8 e IFN-y foram analisados, quantificados e
padronizados através dos dados obtidos e ajustados pelo coeficiente da pB-actina. Os
resultados de IL-8 e IFN-y foram semelhantes nos dois grupos, a excecao de IL-4 e da
forte tendéncia ao aumento dos niveis de IL-5.

Estudando a IL-4, observou-se que foi a Unica citocina a ter um aumento
estatistico significativo (p=0,03), indicando que ha diferenga entre os grupos alérgico e
ndo alérgico. Esta citocina, por apresentar maior envolvimento com a sensibilizacdo
alergénica, foi encontrada em niveis elevados, mas ndo associada a manifestacdes
clinicas. Poder-se-ia pensar na estimulacdo que ocorreu através da realizacdo do
teste cutaneo, apesar do pequeno volume de antigenos administrados. Por outro lado,
estes valores poderiam estar aumentados persistentemente em individuos alérgicos
paucissintomaticos, o que mereceria maiores estudos [3, 4, 8, 23, 62].

Os niveis de IL-5 apresentaram uma forte tendéncia a aumentar, mesmo
sem diferencas estatisticas significativas (p=0,06). OHASHI et al. compararam 0s

niveis de IgE, IL-5 e IFN-y em trés grupos: ndo atdpico, atopico assintomatico e
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atopico sintomatico. Observaram que ndo houve diferenca significativa dos niveis de
IL-5 nos grupos nao atépico e atopico assintomaticos. Semelhantemente, os
pacientes alérgicos paucissintomaticos desta pesquisa, apresentaram os niveis de IL-
5 similares aos dos pacientes nao atopicos. Por outro lado, OHASHI et al. observaram
uma significante relacéo entre os niveis aumentados de IL-5, a infiltracdo eosinofilica
nasal e as manifestacdes clinicas da rinite alérgica. [53].

Considerando os valores encontrados de IL-8, encontrou-se um poder de
47% que corresponde a um erro tipo Il de 53%, o que significa a possibilidade de
"encontrar uma diferenca que néo existia". Com a amostra de 30 pacientes nao foi
possivel afirmar que ndo existia diferenca na comparacdo de IL-8 e IFN-y entre os
pacientes alérgicos e nado-alérgicos, pois 0 poder na comparagdo dos valores de
média e desvio-padrao foi sempre menor que 80%.

Surgiu, entdo, o questionamento se a auséncia de diferenca estatistica
entre IL-8 e IFN-y nos grupos seria motivada por uma amostra insuficiente. Para tentar
solucionar a duvida, foram realizados célculos para determinar o erro tipo Il deste
estudo (TAB. 5).

TABELA 5

Tamanho amostral calculado a partir dos valores de média e desvio-padrao do
presente estudo para IL-8 e IFN-y

Tamanho amostral necesséario*

Citocinas Poder 80% Poder 90%
IL-8 266 356
IFN-y 133 177

*Calculos realizados ap0s a col eta e dosagens das citocinas apresentadas.
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Se o estudo fosse composto por 133 pacientes alérgicos e 133 pacientes
nao alérgicos para os valores de IFN-y, e 266 pacientes alérgicos e 266 pacientes nao
alérgicos para IL-8, atingir-se-ia um poder de 80%, e, entdo, poder-se-ia afirmar se os
grupos eram semelhantes ou ndo. Nesta pesquisa, poder-se-ia também pensar que
os dados foram homogéneos porque o0s pacientes ndo haviam sido expostos aos
antigenos sensibilizantes em volume suficiente, ndo disparando a cascata de células,
mediadores e citocinas da rinite alérgica. [20, 22, 37, 39, 55, 57-59, 61]. Benson et al.
pressupds que 0s pacientes atopicos apresentavam uma deficiente producao de IFN-y
0 que explicaria niveis diminuidos desta citocina em episddios alérgicos [63]. Desta
forma, seria importante um estudo com um tamanho amostral ampliado para averiguar
a veracidade de tais suposicoes.

Na TAB. 6 observou-se o valor do poder do teste estatistico na comparacao
das médias de IL-8 e IFN-y. Trabalhou-se com um poder minimo de 80% que néao foi
encontrado em nenhuma das comparacdes. Um poder de 80% corresponde a um erro
tipo Il de 20% (poder = 1 — erro tipo Il). Assim, neste estudo, pdde-se observar que as
varidveis IL-8, IFN-y ndo apresentaram diferenca na comparacdo entre 0S grupos
alérgico e ndo-alérgico, ndo permitindo afirmar que os grupos eram semelhantes (ou
que nao existiam diferencas entre eles), pois o poder foi muito baixo (e o erro tipo Il
muito alto).

TABELA 6
Poder na comparacao das médias de IL-8 e IFN-y do presente estudo

Citocinas Poder do teste

IL-8 0,10

IFN-y 0,15
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A reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR)
semiquantitativa foi um método potencialmente util, trazendo subsidios aos estudos
das citocinas em pacientes portadores de rinite alérgica, visto que esta doenca € um

bom modelo para o estudo destas substancias. [9-17].
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7 CONCLUSAO

Na comparacdo do perfil das citocinas entre pacientes ndo alérgicos e
pacientes alérgicos paucissintomaticos, observou-se que a IL-4 apresentou niveis
significativamente elevados no grupo atdpico. Os niveis de IL-5 dos pacientes
alérgicos apresentaram forte tendéncia a aumentar, porém sem diferenca estatistica

significativa. Os valores de IL-8 e IFN-y foram semelhantes nos dois grupos.
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APENDICE A — Teste cutaneo por punctura — “Prick test”

e Deve ser realizado na face anterior do braco ou na regido dorsal em

criangas.

e A pele deve ser limpa com cuidados habituais de assepsia, ndo deve
apresentar ferimentos ou lesées como eczema de qualquer natureza.

e Apo0s limpeza da pele marcam-se com lapis dermatografico os locais
onde serdo colocados os alérgenos, gotas Unicas de cada um, a uma distancia de
aproximadamente 2 cm.

e Para o controle positivo, foi utilizada a histamina, e, para o controle
negativo, o soro fisioldgico.

e Uso de agulha hipodérmica ou lanceta com a finalidade de promover
a passagem do alérgeno através do extrato cérneo da pele, limitando o grau de
penetragao.

e Ap06s 1 minuto retira-se com o auxilio de toalha de papel absorvente
0 excesso de extrato aplicado para o teste, com cuidado para ndo contaminar testes

vizinhos.

e A leitura é feita 15 a 20 minutos apds a aplicacdo dos extratos,
considerando-se positivas papulas com diametro igual ou superior a 3 x 3 mm. Alguns
autores consideram positivas papulas com tamanho igual ou superior a papula da
histamina. Outros autores consideram resultado positivo +++ (3 cruzes) para papulas
igual a papula da histamina e ++ (2 cruzes) para papulas com metade do tamanho da

papula de histamina [3, 8].



APENDICE B - Protocolo clinico

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS -MARCO/05
SERVICO DE OTORRINOLARINGOLOGIA
PROTOCOLO PARA AVALIACAO CLINICA DA RINITE ALERGICA

NOME DO PACIENTE:

DATA DO ATENDIMENTO:

NOME DO RESPONSAVEL SE MENOR:
DATA DE NASCIMENTO: _ /[

IDADE:

SEXO: [IFEMININO  [IMASCULINO

COR: NLEUCODERMA 1 FAIODERMA 1 OUTROS
NATURALIDADE:

PROCEDENCIA:

ESCOLARIDADE: [IPRIMEIRO GRAU [1SEGUNDO GRAU  [INENHUM
ENDERECO:

FONE:
CEP:

. SINTOMAS NASAIS, OCULARES E DA OROFARINGE:
71 RINORREIA [1 ESPIRROS [1 PRURIDO
1 OBSTRUGAO NASAL [1 PRURIDO E LACRIMEJAMENTO DOS OLHOS
[T PRURIDO DE OROFARINGE (GARGANTA)

[T OUTROS:

2. TEMPO DE INiCIO DOS SINTOMAS:
[1<6MESES [1ENTRE 6 MESES E  1ANO [1>1ANO
3. SINTOMAS SAO:

71 SAZONAIS

1 PERENES

4. USO DE MEDICAMENTOS:

5. ANTECEDENTES FAMILIARES DE ATOPIA:

PAI  [1NAO ) )
[1SIM T[1ASMA [IRINITE ALERGICA TIDERMATITE ATOPICA
MAE [1NAO

[1SIM [JASMA [IRINITE ALERGICA [DERMATITE ATOPICA
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B — Protocolo clinico

IRMAOS 11 NAO , )
'SIM [1ASMA [IRINITE ALERGICA [IDERMATITE ATOPICA

CONDICOES DE HABITACAOQ: 1 CASA 1 APARTAMENTO
HABITACAO / TEMPO DE CONSTRUGAO: [TNOVA  [1ANTIGA
MATERIAL DE CONSTRUCAO: [1 ALVENARIA [TMADEIRA
AR CONDICIONADO: [1SIM 1 NAO

. BOA VENTILACAO AMBIEMTAL: [1SIM 1 NAO

. MOFO: [ SIM [1NAO

. VIZINHANCA: [INDUSTRIAS  [IMARCENARIAS
TOUTROS:

. PLANTAS DENTRO DE CASA: [1SIM [1NAO

. FUMANTES NO DOMICILIO: [ SIM [1NAO

. ANIMAIS DOMESTICOS: 1 SIM N NAO
1 CACHORRO 1 GATO [1 PASSAROS 1 OUTROS

. CORTINAS: MTECIDO  [1PERSIANA [1 MADEIRA

. CORTINAS EM OUTROS COMODOS: [1SIM [1NAO

. CARACTERISTICAS DA MOBILIA:

1 COURO [1 TECIDO [ PLASTICO

. PISO DO DORMITORIO:

[1CERAMICA [1MADEIRA [ICIMENTO [1CARPETE [] TAPETES

REVESTIMENTO DE: 1 COLCHAO [T TRAVESSEIRO
. USODE: [1 COBERTOR [T EDREDON
PRESENCA NO QUARTO DE: [1 MUITOS BRINQUEDOS

[1 BICHOS DE PELUCIA
1 LIVRO



APENDICE C - Teste cutaneo — Tabela de anotac&o

TESTE CUTANEO

DATA: __/
NOME:
ANTIGENO PAPULA ERITEMA
HISTAMINA
D. farinae

D. pteronyssinus

POEIRA DOMICILIAR

Blatella sp

GRAMINEA

FUNGOS

PENAS

GATO

CONTROLE NEGATIVO
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APENDICE D — Consentimento livre e esclarecido para a participacio
em pesquisa

CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR EM ESTUDO DE PESQUISA CLINICA

TITULO: ESTUDO CLINICO-IMUNOLOGICO E PESQUISA DO PERFIL DE CITOCINAS EM
PACIENTES PORTADORES DE RINITE ALERGICA.

PESQUISADOR: Dra. Tarcimara Moreira da Silva
Tel: 3274 7375

INTRODUGAOQ
E importante que vocé leia e compreenda as seguintes explicagdes sobre a importancia
deste estudo e sobre os procedimentos propostos.

OBJETIVO

O objetivo desta pesquisa é analisar a presenga de substancias produzidas em nosso
organismo, chamadas “Citocinas. Estaremos estudando o perfil das mesmas em pacientes que
apresentam rinite alérgica e assim avaliando as respostas inflamatorias desta doenga.

PROCEDIMENTOS
- Este estudo sera realizado em dois grupos de pacientes:

1. Pacientes portadores de rinite alérgica com indicagdo para remogdo cirlrgica
parcial de cornetos nasais inferiores que sdo estruturas “camosas” localizadas
dentro das cavidades nasais.

2. Controle: pacientes normais, ndo portadores de rinite alérgica com indicagdo para
remog&o cirlrgica parcial das estruturas “camosas” referidas acima.

- Os pacientes serao classificados nestes dois grupos da sequinte forma:

1. Avaliagdo de sua historia
2. Teste cutaneo: para detectar os pacientes portadores e ndo portadores de rinite
alérgica.

- Coleta do material a ser analisado:

Os fragmentos serdo provenientes das estruturas “camosas” do nariz, as quais
chamamos de cometos nasais. A remogdo cirirgica destas estruturas faz parte das
cirurgias de corre¢do das tortuosidades nasais, bem como das cirurgias das adendides e
das amigdalas sempre que determinarem a obstrugdo do nariz. Este material que seria
naturalmente desprezado ao final da cirurgia, sera levado para a analise laboratorial.

RISCOS
Néo ha maiores riscos. Todo procedimento faz parte do tratamento inicialmente proposto e
nao acarretara riscos adicionais.
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APENDICE D — Consentimento livre e esclarecido para a participag&o
em pesquisa

BENEFICIOS

O beneficio de sua participagdo neste estudo é a contribuigdo para o conhecimento médico
e, consequentemente, para melhor analise e tratamento da rinite alérgica. Mesmo com o avango da
medicina, ainda nao compreendemos totalmente todo o processo inflamatorio desta doenga.

CcusTOoS
Nao havera custos para os pacientes e vocé ndo recebera qualquer compensagao financeira
por sua participagao no estudo.

CONFIDENCIALIDADE

Os registros de sua participagao neste estudo serdo mantidos confidencialmente até onde &
permitido pela lei. As publicagdes dos dados néo o (a) identificardo. Os registros medicos serdo de
conhecimento do pesquisador e poderdao ser verificados pelo Comité de Etica em Pesquisa -
COEP/UFMG.

DESLIGAMENTO
A sua participagdo é voluntaria. A sua recusa em participar ndo afeta o seu
acompanhamento médico em andamento.

CONTATO COM A COMISSAO DE ETICA
Qualquer davida que houver a respeito de seus direitos como um(a) paciente de pesquisa,
vocé devera ligar para o Comité de Etica em Pesquisa - COEP/UFMG, no telefone: 3248-9364.

CONSENTIMENTO

Li e entendi as informagées precedentes. Tive oporfunidade de fazer perguntas ao
pesquisador responsavel, Dra. Tarcimara Moreira da Silva, e todas as minhas dividas foram
respondidas a contento. Fiquei ciente de que esta pesquisa nao envolvera quaisquer riscos a minha
salde e que meu fratamento seguira seu curso normal dentro dos parametros atuais.

Este formulario esta sendo assinado voluntariamente por mim ou por meus pais ou por meu
responsavel legal, indicando meu consentimento para participar deste estudo, até que eu decida o
contrario. Receberei uma copia assinada deste consentimento.

Belo Horizonte, ~—/-—/-—
Assinatura do paciente ou responsavel legal

Belo Horizonte, ——/——-/—
Pesquisador responsavel
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APENDICE E — Dados dos pacientes
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ANEXO A — Aprovacao do SEDT Otorrinolaringologia do HC/UFMG

FACULDADE DE MEDICINA
UNIVERSIDADE FECERAL DE MINAS GERAIS

. AUTENTICACAO
: ARA 883493

Belo Horizonte, 05 de outubro de 2004.

lima. Sr.
Prof?. Maria Elena de Lima Pérez Garcia
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Senhora Presidente,

Encaminho aprovagédo do SEDT Otorrinolaringologia do HC/UFMG referente ao projeto
“Estudo clinico-imunolégico e pesquisa do perfil das citocinas em pacientes portadores
de rinite alérgica” a ser realizado em nosso servigo, com o qual concordamos e nos
comprometemos a colaborar.

Atenciosamente,

Prof=Celso Goncalves Becker

Faculdade de Medicina - Av. Alfredo Balena, 190 . 30130-100 . Belo Horizonte - MG . www.medicina.ufmg.br



ANEXO B — Aprovacéao do Departamento de Oftalmo/Otorrino e
Fonoaudiologia da FM/UFMG

FACULDADE DE MEDICINA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

lima. Sra.
Profa. Urquiza Helena Meira Paulino
Diretora de Ensino, Pesquisa e Extensao do Hospital das Clinicas/lUFMG

PARECER

Titulo do Projeto de Pesquisa:

“Estudo clinico-imunologico e pesquisa do perfil das citocinas em pacientes portadores
de rinite alérgica”

Pesquisadores responsaveis:
Dra. Tarcimara Moreira da Silva
Prof. Roberto Eustaquio Santos Guimaraes

O Chefe do Departamento de Oftalmologia, Otorrinolaringologia e Fonoaudiologia da
Faculdade de Medicina da UFMG, no uso de suas atribuigbes, aprovou “Ad-
Referendum”, o Projeto de Pesquisa intitulado “Estudo clinico-imunolégico e pesquisa
do perfil das citocinas em pacientes portadores de rinite alérgica’, de autoria da Dra.
Tarcimara Moreira da Silva e do Prof. Roberto Eustaquio Santos Guimaraes, a ser

desenvolvido no Ambulatério de Otorrinolaringologia - Hospital Sao Geraldo -
HC/UFMG.

Belo Horizonte, 27 de janeiro de 2004.

___,_,_.—'-'—'_)
~— Prof. Jbel Edmur Boteon
Chefe do Dept® de Oftalmo/Otorrino e
Fonoaudiologia da FM/UFMG

Faculdade de Medicina - Av. Alfredo Balena, 190 . 30130-100 . Belo Horizonte - MG . www.medicina ufmg br



ANEXO C — Aprovacéao do Departamento de Oftalmo/Otorrino e
Fonoaudiologia da FM/UFMG

FACULDADE DE MEDICINA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

limo. Sr.
Prof. Dirceu Bartolomeu Greco
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

PARECER

Titulo do Projeto de Pesquisa:

“Estudo clinico-imunolégico e pesquisa do perfil das citocinas em pacientes portadores
de rinite alérgica”

Pesquisadores responsaveis:
Dra. Tarcimara Moreira da Silva
Prof. Roberto Eustaquio Santos Guimaraes

O Chefe do Departamento de Oftalmologia, Otorrinolaringologia e Fonoaudiologia da
Faculdade de Medicina da UFMG, no uso de suas atribuigbes, aprovou “Ad-
Referendum”, o Projeto de Pesquisa intitulado “Estudo clinico-imunolégico e pesquisa
do perfil das citocinas em pacientes portadores de rinite alérgica”, de autoria da Dra.
Tarcimara Moreira da Silva e do Prof. Roberto Eustaguio Santos Guimaraes, a ser
desenvolvido no Ambulatério de Otorrinolaringologia - Hospital Sio Geraldo -
HC/UFMG.

Belo Horizonte, 23 de jangi;(g de 2004.

EI'_Qf_._J_O_e Edmur Boteon
Chefe do Dept® de Oftalmo/Qtorrino e
Fonoaudiologia da FM/UFMG

Faculdade de Medicina - Av. Alfredo Balena, 190 . 30130-100 Belo Horizonte - MG . www.medicina ufmg.br



ANEXO D — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG

UF G Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP
Parecer n%. ETIC 044/04

Interessado: Prof. Dr. Roberto Eustaquio Guimaraes
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP, aprovou no
dia 14 de outubro de 2004, apos atendida as solicitagoes a diligéncia
o projeto de pesquisa intitulado « Estudo Clinico Imunoldgico e
Pesquisa do Perfil das Citocinas em Pacientes Portadores de
Rinite Alérgica » bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido do referido projeto.

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.
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Profa. Dra. Mari %ena({dgtima Perez Garcia
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