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RESUMO

MARQUES, Emilia Torres Costa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de
2017. Avaliagcdo do perfil oxidativo em pacientes pediatricos com sibilancia
recorrente. Orientadora: Silvia Almeida Cardoso. Coorientadores: Leandro Licursi de
Oliveira, Luciana Moreira Lima, Ana Vladia Bandeira Moreira e Camilo Amaro de
Carvalho.

O presente estudo tem por objetivo avaliar o perfil oxidativo de pacientes pediatricos
sibilantes recorrentes, atendidos no Servico de Pneumologia do municipio de Vigosa e
relaciona-lo a fatores associados a asma. Contou com a participacdo de 109 pacientes
que foram divididos em grupos de acordo com a faixa etaria (< 36, 36-72 e > 72 meses)
Os dados foram coletados por meio de um questionario semiestruturado e o soro obtido
por pungao venosa. A avaliagdo do perfil oxidativo foi realizada por meio das dosagens
séricas da capacidade de reducéo férrica (FRAP) e 6xido nitrico (NO) e marcadores de
dano tecidual como peroxidacéo lipidica (MDA) e proteina carbonilada (PC). Criancas
pertencentes ao grupo de 36-72 meses apresentaram uma menor capacidade
antioxidante e menores dosagens de proteinas carboniladas quando comparadas aos
demais grupos. Criancas acima de 72 meses de idade apresentaram maiores dosagens d
peroxidacao lipidica quando comparadas as criancas menores de 36 meses ele idade
uma ampla dispersédo para ambos marcadores de dano tecidual, com maior porcentagem
de individuos obesos ou com sobrep&ndice de Massa Corporal (IMC) mostrou-se
diretamente relacionado aos niveis da capacidade antioxidante total e da proteina
carbonilada. A dosagem de Oxido nitrico ndo apresentou diferenca significativa entre os
grupos analisados. De acordo com esses resultados, podemos conclwbgsielade,

0 excesso de peso e niveis alterados de alguns marcadores de dano oxidativo, em
associacdo com o avanco da idade, podem ser considerados contribuintes para a

recorréncia da sibilancia em criancas.



ABSTRACT

MARQUES, Emilia Torres Costa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, December,
2017. Evaluation of the oxidative profile in pediatric patients with recurring
wheezing.Advisor: Silvia Almeida Cardoso. Co-advisors: Leandro Licursi de Oliveira,
Luciana Moreira Lima, Ana VIadia Bandeira Moreira and Camilo Amaro de Carvalho.

In this study, we evaluate the oxidative profile of recurrent wheezing pediatric patients
attended in the Pneumology Service of Vigcosa city - Brazil, and related it to asthma
related factors. The study was made using data from 109 patients, which were divided
in three groups, according to the age ranges: < 36, 36 to 72 and > 72 months. Data were
collected from a semi structured questionnaire. Serum was collected by venous
puncture, and used to evaluate the oxidative profile by the quantification of Ferric
Reducing Ability of Plasma (FRAP), nitric oxide (NO), and the tissue damage markers
malondialdehyde (MDA) and carbonylated proteins (CP). Recurrent wheezing children
from the group 36 to 72-month-old showed smaller antioxidative profile and PC levels
when compared to the other groups. Children older than 72-month-old showed higher
levels of lipid peroxidation (represented by higher MDA levels) and PC, whose data
were distributed in a broad dispersion, and a higher percentage of fat and overweight
subjects. The Body Mass Index (BMI) was directly related to the levels of CP and total
antioxidative capacity. There were no differences in NO levels between the analyzed
groups. Together, these results lead us to conclude that obesity, overweight and changed
levels of some oxidative damage markers, in association to the advancement of age,

may be considered contributors to wheezing recurrence and asthma in children.
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1 INTRODUCAO

A sibilancia caracteriza-se por um ruido semelhante a um assobio que se
manifesta durante a respiracao e resulta de alguma obstrucéo ou estreitamento das vias
aéreas, decorrente de causas estruturais ou funcionais (nédo estruturais) (Detcddgrme
2014). As causas estruturais ocorrem quando existem anormalidades anatbmicas das
vias aéreas, como por exemplo, malacia da traqueia e brénquios ou estenose traqueal.
As causas funcionais sdo representadas por situacdes onde anormalidades anatémicas
estdo ausentes e podem ocorrer devido a inalacdo de um corpo estranho, refluxo
gastresofagico ou disturbios de degluticdo (Celetlah, 2002). Em criancas, a asma e
a bronquite, representam as causas mais frequentes de sibilancia (Duehalme
2014), sendo que infec¢cbes virais também se destacam como causadoras,
principalmente quando se trata de uma situacédo aguda.(Rostath&010).

Com a intencdo de melhorar e facilitar a prética clinica com criancas sibilantes,
foi proposta por Martinez e colaboradores em 1995 uma classificagdo baseada no
momento do aparecimento e na persisténcia do sintoma. Em um estudo prospectivo
realizado de maio de 1980 a outubro de 1984, foram estabelecidos trés fendotipos:
sibilancia transitoria (criancas que sibilam nos primeiros trés anos de vida e que nao
mais sibilam aos 6 anos de idade), sibilancia persistente (criancas que sibilam nos
primeiros trés anos de vida e continuam sibilando aos 6 anos de idade) e sibilancia de
inicio tardio (criancas que nao sibilam nos trés primeiros anos, mas sibilam aos 6 anos)
(Martinez et al., 1995). Outra classificagdo incluindo fatores desencadeantes da
sibilancia define dois fendtipos: sibilancia viral episodica (EVW) e sibilancia de
multiplos desencadeantes (MTW).EVW é definida como uma sibilancia em discreto
periodo de tempo associada a uma evidéncia clinica de infeccdo viral e auséncia de
sintomas entre os episodios, enquanto a MTW é uma sibilancia com discreta
exacerbacdo e persisténcia dos sintomas entre os episodios €Band2008). No
entanto, estudos posteriores apontam que esta Ultima classificagdo ndo é tao clara, uma
vez que identificar os fatores desencadeantes da sibilancia ndo é uma tarefa facil de ser
realizada na pratica clinica (Savergial., 2012).

Causas genéticas e ambientais sdo apontadas como fatores de risco para
desenvolvimento de episddios de sibilancia, e a sua identificagdo é fundamental para
melhor compreensédo dos diferentes fenétipos da doenca, bem como para promover
avancos no entendimento do desenvolvimento e progressdo da asma @latges
2013).



1.1 Sibilancia recorrente

A utilidade clinica destes fenétipos em predizer a possibilidade de ocorréncia de
asma entre criancas sibilantes ainda € incerta. Atualmente, o termo sibilancia recorrente
tem sido amplamente utilizado na pratica clinica como um dos fatores sugestivos para o
desenvolvimento da asma em criancas até 5 anos de idade, bem como para estratégias
relacionadas ao tratamento. Entende-se por sibilancia recorrente episddios tipicamente
associados a infec¢des do trato respiratorio superior que se repetem por 6 a 8 vezes por
ano em criancas de até 5 anos de idade (Global Strategy, géd&hdo, também, ser
definida especificamente para criancas de até 1 ano de idade como episédios que se
repetem 3 ou mais vezes neste periodo (Metlall., 2010).

A sibilancia recorrente representa uma grande causa de morbidade entre criancas
(Ducharmeet al., 2014), levando a diminui¢do da qualidade de vida no nucleo familiar,

0 que a caracteriza como um problema de salude publica tanto em paises em
desenvolvimento, quanto em paises desenvolvidos. Devido sua significancia no sistema
de saude, a sibilancia recorrente foi tema de um importante estudo internacional
intitulado EISL (Estudo Internacional de Sibilancia em Lactentes), desenvolvido entre
0s anos de 2005 e 2007 com a participacado de 30.093 criangas entre 12-15 meses de
idade em 17 centros da América Latina e Europa. Os resultados apontam que 45,2% das
criancas apresentaram ao menos 1 episddio de sibilancia durante o primeiro ano de vida
e que a prevaléncia de sibilancia recorrente é alta (20,3%) e variavel entre os paises,

sendo menor e menos severa nos paises europeus. @/allpP010).

1.2 Fatores de risco para a sibilancia e a asma

O sexo masculino tem sido identificado como fator de risco para sibilancia
transitoria e recorrente em criancas até 8 anos de idade, sendo dois tercos das criancas
asmaticas representadas por meninos (Caatichl., 2013). Ap6s a puberdade, este
guadro se inverte, ocorrendo mais mulheres do que homens afetados diVeller
2014)

O nascimento prematuro também aumenta a chance de desenvolvimento de
sibilancia recorrente, mesmo quando ndo existe doenga pulmonar cronica associada. A
associagdo ocorre ainda entre o periodo de gestacdo e os disturbios de sibilancia, sendo
gue criancas nascidas muito prematuramente apresentam um risco trés vezes maior de

desenvolver sibilancia que criangas nascidas a termo @éBakn2014).



Alguns estudos apontam um aumento significativo da prevaléncia de sibilancia
em criangcas com dermatite atopica precoce (inicio dos sintomas nos primeiros 2 anos de
vida) (llli et al., 2004). Discute-se muito, também, o papel desempenhado pela
dermatite atdépica na marcha atopica, situacao de progressao a outras doencas atopicas
como asma e rinite alérgica a partir da dermatite atopica. Acredita-se que a dermatite
atopica seja um pré-requisito para desenvolvimento de asma e rinite alérgica, embora
mais evidéncias sejam necessarias para estabelecer uma relacdo causal entre estas
desordens.(Zheng al., 2011).

Exposicdo materna ao tabaco durante a gravidez é outro fator de risco para
desenvolvimento de sibilancia recorrente, bem como para diagndstico de asma até os
dois anos de idade (Lannestoal., 2006). J& é bem estabelecido que a exposi¢ao passiva
ao tabaco exerce papel fundamental no desenvolvimento da asma (Ciaccio e Gentile,
2013), assim como na diminuicdo da qualidade de vida de pacientes asmaticos e
aumento da gravidade da doenga (Comdtat., 2011).

Outra condicdo que ganha destaque entre os fatores de risco para
desenvolvimento de sibilancia e asma sédo as infec¢cdes do trato respiratorio,
principalmente causadas pelo virus sincioggpiratorio (RSV) e pelo rinovirus (RV).

Dentre muitos estudos que avaliam estas associacdes, Daniel J. Jackson e colaboradores
em 2008 ndo s6 comprovaram esta relacdo como também demonstraram que a infec¢ao
por RV ocorrida em algum momento dos primeiros trés anos de vida aumenta em quase
10 vezes o risco de desenvolvimento de asma em criancas até os 6 anos de idade,
enquanto infec¢des por RSV estdo associadas com um menor risco de asma neste
mesmo grupo de criancas, quando comparadas a infec¢cdes por RV. (Jickson

2008).

Héa bastante tempo o histérico familiar de asma vem sendo estabelecido como
fator de risco para desenvolvimento da doenca (Litosjua., 1998), apresentando
resultados satisfatorios quando utilizado em sistemas de indice clinico para definir risco
de asma em criancas com sibilancia recorrente (Castro-Rodegalez2000). Devido
a sua importancia significativa, o historico familiar também é utilizado como sinal
sugestivo para diagnostico de asma em criancas até os 5 anos de idade (Globagl Strateg
2017).

Numero de eosindfilos e niveis de vitamina D no sangue também aparecem na
lista dos fatores associados ao desenvolvimento da asma. A auséncia de eosinofilia vem
sendo apontada, por exemplo, como um fator preditivo para remissao de sibilancia entre

criancas sibilantes (Just al., 2008). Ao mesmo tempo, contagens elevadas de
3



eosinofilos (superior a 400 células/dstao associadas com mais ataques de asma entre
pacientes asméticos (Zeigaral., 2014), e exacerbacdes mais severas com um menor
controle da doenca (Prieeal., 2015).

A vitamina D vem sendo associada a asma por sua capacidade de modular
diversas vias imunoldgicas, regulando a acdo de linfocitos, mastocitos e células
apresentadoras de antigenos, desempenhando, desta forma, importante papel em
processos inflamatérios (Pfeffer e Hawrylowicz, 2017). Estudos tém apontado que a
deficiéncia de vitamina D favorece a exarcebacdo da asma e dificulta seu controle
(Solidoroet al., 2017), bem como a suplementacao de vitamina D durante a gravidez
leva a uma reducéo significativa do risco de asma e sibilancia recorrente nos primeiros
trés anos de vida das criangas (Wasi., 2017).

Estudos epidemiologicos demonstram que o sobrepeso e a obesidade sé&o
também, fatores de risco para ocorréncia de asma em homens e mulheres (Beuther e
Sutherland, 2007)Sugere-se que mecanismos imunolégicos convergentes nessas
patologias aumentam a inflamacao de vias aéreas, alterando a reposta a farmacoterapia
por induzir um fenétipo de dificil manejo (Sutherland, 20&Ajjuanto mediadores proé-
inflamatorios produzidos pelo tecido adiposo causam, ndo somente danos endoteliais

diretos, mas também formacé&o de radicais livres.

1.3 Patogenia da asma

A patogenia da asma é bastante complexa e ainda ndo muito bem definida,
apesar de muitos estudos serem conduzidos neste propdésito. No entanto, por se tratar de
uma doenca cronica, ja € bem estabelecido que a inflamagédo desempenha papel crucial
na doenca. Por muitos anos, os mecanismos referentes a imunologia da asma se
basearam apenas no desequilibrio entre as respostas imunes com prevaléncia de respostz:
tipo Th2, apesar deste fato ndo conseguir explicar todas as caracteristicas inflamatorias
que cercam a doenca (Landgraf-Raufal., 2016). Nesse contexto, muitos estudos
demonstram ainda a participacdo de diversas células inflamatorias como mastécitos,
macrofagos, eosindfilos e linfécitos T auxiliar do tipo 2 na patogenia da asma (Mahajan
e Mehta, 2006). Por outro lado, subtipos de células T auxiliares recentemente
identificados como Th9 e Thl7 tém sido apresentados como participantes na
imunologia da asma, sendo suas principais fungdes produzir respectivamente IL-9 e IL-
17, ambas citocinas pro-inflamatorias (Landgraf-Raaf., 2016). Aléem destas células

relacionadas diretamente com a inflamacéo, é reconhecido que células do epitélio das
4



vias aéreas, bem como células do musculo liso e fibroblastos também sdo capazes de
sintetizar e liberar mediadores inflamatérios, mostrando-se importantes na asma
(Mahajan e Mehta, 2006). Receptores tipo Toll (TLR) e fatores de transcricdo como
NF-kB também tém sido relatados como mecaniSmMOS importantes NoOS pProcessos
inflamataorios, inclusive na patogenia da asma (Retradl, 2014).

Os mediadores inflamatérios importantes em desencadear a asma e estabelecer o
progresso da inflamagé&o s&o as citocinas, quimiocinas e leucotrienos. Mais de 50 destes
mediadores tém sido relacionados com a asma. No entanto, estudos em animais e
humanos limitam-se a algumas citocinas e seus receptores como alvos de estudos
direcionados principalmente ao tratamento da asma (LandgraeRayf2016). A IL-

5, por exemplo, desempenha importante papel na asma, uma vez que € a principal
citocina responsavel pela producédo, maturacdo e recrutamento de eosindfilos. Como os
eosinofilos estdo intimamente relacionados com a fisiopatologia da asma, alguns
inibidores ou anticorpos anti IL-5 vém sendo testados como possiveis tratamentos da
doenca. Uma recente meta-analise concluiu que o uso de anticorpos monoclonais anti-
IL-5 pode reduzir o risco de exacerbacbes em pacientes asmaticos de forma segura
(Wanget al., 2016). A IL-9 também se relaciona com a fisiopatologia da asma, pois
além de exercer funcéo pleiotrépica sobre diversas células envolvidas na patogénese da
asma, como mastoécitos e eosindfilos, atua principalmente aumentando a acdo de outras
citocinas e fatores, como pode ser visto no aumento da liberacédo de IL-8 induzida por
TNF-o sob sua acdo. Também tem acdo demonstrada no processo de hiper-
responsividade, na superprodu¢cdo de muco e na remodelagem das vias aéreas em
pacientes asmaticos (Hauber e Hamid, 2005). Dessa forma, uma neutralizacdo desta
citocina poderia trazer beneficios aos pacientes asmaticos, o que foi demonstrado por
um estudo utilizando anticorpo aiiti-9 como tratamento para pacientes adultos com

asma leve a moderada (Parkeal., 2011).

1.3.1 Agentes oxidantes

Além das células e citocinas, outros mediadores inflamatérios também podem
estar relacionados com a fisiopatologia da asma. As espécies reativas de oxigénio
(ROS) e nitrogénio (RNS), por exemplo, tém sido avaliadas em diversos estudos e
relacionadas a patogenia da asma (Kleniewska e Pawliczak, 2017) e de outras doencas

cronicas como diabetes mellitus, doencas neurodegenerativas como doenca de



Parkinson e Alzheimer, artrite reumatoide e doencas cardiovasculares (Phadiendra
al., 2015).

As ROS sdo também conhecidas como agentes oxidantes e, dependendo da
configuracdo de seus elétrons, podem ser divididas em dois grupos: radicais livres
(moléculas contendo 1 ou mais elétrons ndo pareados) e formas néo radicais (formadas
pelo compartilhamento de elétrons entre dois radicais livres). As ROS podem ser
originadas de fontes enddgenas ou exdgenas. Mitocbndrias, células fagociticas,
peroxissomos e enzimas do citocromo P450 se destacam na producdo destas espécies.
Durante o processo de respiracdo aerdbica realizada pelas células, as mitocondrias
promovem a reducdo do oxigénio produzindo &gua e gerando superoxiflo (O
peroxido de hidrogénio @,) e radicais hidroxila (OBl As células fagociticas, por
sua vez, apresentam a capacidade de produzie @10, que séo utilizados na
destruicdo de células infectadas por virus, bactérias e outros patdgenos. Os
peroxissomos, organelas celulares ricas em enzimas responsaveis pela degradacao de
acidos graxos e outras moléculas, também produzem ROS como subprodutos de suas
reacdes. E, finalmente, diversas reacdes mediadas pelas enzimas do citocromo P450 s&o
capazes de gerar ROS (Amsal., 1993). Entre as fontes exdgenas, podemos citar:
fumaca de cigarro, luz ultravioleta, radiacao ionizante, poluentes, solventes organicos,
metais e alguns medicamentos como agentes quimioterapicos (Jastna017).

As RNS, por sua vez, sdo compostos de nitrogénio que, assim como as ROS,
apresentam alta reatividade quimica. Sao representadas por oxido nitrico (NO), cation
nitrosil (NO") e peroxinitrito (ONQ) (Kleniewska e Pawliczak, 2017). O NO tem
destague entre as RNS sendo gerado em tecidos biolégicos a partir da reacdo de
oxidacdo da arginina a citrulina por meio da agdo da enzima 6xido nitrico sintase. E
uma espécie bem abundante e importante em diversas fungdes fisiologicas como
neurotransmissao, regulacdo da pressao sanguinea, mecanismos de defesa e regulacac
imunoldgica (Valkoet al., 2007).

Em concentragbes adequadas, as ROS/RNS se mostram benéficas ao organismo
e desempenham importante papel em diversos processos fisioldgicos, atuando, por
exemplo, na defesa contra organismos infecciosos ou em uma série de vias de
sinalizacao celular (Valket al., 2007). Para a manutencdo destas concentragcfes, 0
organismo apresenta um sistema antioxidante que neutraliza estas espécies reativas e
promove um estado de equilibrio redox. No entanto, quando existe um desequilibrio

entre a producdo das ROS/RNS e a capacidade antioxidante do organismo, origina-se



um fendmeno denominado de estresse oxidativo/nitrosativo, que esta amplamente

relacionado a danos celulares. (Kurutas, 2016).

1.3.2 Mecanismo antioxidante

O mecanismo antioxidante responsavel por equilibrar os efeitos das ROS/RNS
pode ser representado por sistemas enziméticos ou ndo enzimaticos. Os antioxidantes
nao enzimaticos derivam da dieta e sdo representados por moléculas de baixa massa
molecular como vitaminas E e C, beta-caroteno e glutationa, e 0os enziméticos sao
representados por enzimas como a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a
glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa transferase (GST) (Bstkatn 2012). A
SOD tem papel essencial no consumo dos radicais superéxido. Atua catalisando a
reacdo de dismutacdo do, @om formacdo de oxigénio molecular e peréxido de
hidrogénio. (Perrgt al., 2010) A CAT se apresenta como um tetramero composto de 4
mond&meros idénticos, cada um com um grupo heme em seu sitio ativo e atua como
peroxidase, sendo responsavel pela degradacdo@edh Q e HLO em reacdo que
envolve a participacdo de ions ferro e NADPH (Birbeal., 2012). A GPx também
converte HO,em G e HO, mas por meio da oxidacéo de glutiona (GSH) a glutationa
dissulfidica (GSSG). (Kleniewska e Pawliczak, 2017). A GST catalisa a conjugacao de
glutationa a compostos que apresentam um carbono, um nitrogénio ou um atomo de
enxofre eletrofilico e representa um dos principais mecanismos de eliminacdo de
xenobidticos (Huber e Almeida, 2008). Por meio destas reacdes, as enzimas
antioxidantes desempenham um papel crucial na protecdo das células contra a acéo
maléfica do excesso das ROS/RNS.

O excesso de ROS no organismo gera danos a varias biomoléculas por promover
alteracOes estruturais e/ou funcionais. Entre as principais biomoléculas que sofrem com
a acao dos ROS podemos citar os lipideos, as proteinas e o DNA. A peroxidacao
lipidica ocorre quando radicais livres reagem com lipideos, sendo que principal dano
celular resultante deste processo esta relacionado com a membrana celular, uma vez que
compromete sua permeabilidade podendo até mesmo causar O Sseu rompimento
(Kleniewska e Pawliczak, 2017). Durante a peroxidacéo lipidica ocorre a formacéo de
hidroperoxidos lipidicos e uma variedade de aldeidos, sendo o malondialdeido (MDA) o
mais utilizado como biomarcador deste processo devido a facilidade de reagcdo com
acido tiobarbitarico (TBA) (Ayalat al., 2014). Devido a sua abundancia nos sistemas

biologicos, as proteinas representam um alvo bem significativo das ROS. Na maioria
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das vezes, a oxidacdo das proteinas € irreversivel e as modificacbes sdo estruturais, o
que pode gerar diminuicdo de sua funcdo ou até mesmo desnaturacdo (Kleniewska e
Pawliczak, 2017), podendo contribuir para uma variedade de patologias. Na molécula
de DNA, as bases constituem o alvo das ROS e sua oxida¢do pode gerar mutacdes ou
delecdes tanto no DNA nuclear quanto no mitocondrial, podendo resultar em alteracdes
funcionais de vérios tipos de proteinas (Rahal., 2014)

Concentragfes elevadas de NO, por exemplo, também podem levar a alteragcbes
estruturais e funcionais de proteinas ou reagir com superoxido, levando a formacéo de
outras moléculas, como o peroxido nitrico, um potente agente oxidante que pode atuar
no DNA ou em lipideos (Valket al., 2007).

A avaliacdo do poder antioxidante do organismo e a quantificacdo dos agentes
oxidantes podem ser realizadas por diversos testes laboratoriais. Considerando estudos
anteriores que relacionam o estresse oxidativo a patologia da asma, o presente estudo
tem por objetivo avaliar o perfil oxidativo de criancas sibilantes atendidas no Centro de
Atencdo Especializada do municipio de Vich4a- e determinar sua relagdo com

fatores associados ao desenvolvimento da sibilancia.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil oxidativo de pacientes pediatricos sibilantes recorrentes,

atendidos no Servi¢co de Pneumologia do municipio de Vigosa, em Minas Gerais.

2.2 Objetivos Especificos

- Categorizar dos pacientes atendidos no servi¢o especializado;

- Quantificar o 6xido nitrico sérico;

- Determinar os marcadores séricos de dano tecidual (peroxidacéo lipidica e proteinas
carboniladas);

- Verificar a capacidade antioxidante total no soro, através da avaliacdo da capacidad
de reducéo férrica (FRAP);

- Determinar a relacéo entre o perfil oxidativo e fatores associados a sibilancia.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem

O estudo contou com a participacdo de 109 voluntarios pediatricos que seguem
em atendimento no Centro de Referéncia Estadual de Ateng&o Especializada do Servigo
de Pneumologia do municipio de Vigosa, em Minas Gerais. Os participantes foram
divididos em trés grupos de acordo com a faixa etaria: < 36, 36 a 72 e > 72 meses de
idade. As amostras foram coletadas no periodo de novembro de 2016 a setembro de
2017, ap6s aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Vigcosa (CEP-UFV), parecer nUh@&d3.903 (ANEXQA).

Os participantes e seus responsaveis foram esclarecidos sobre a pesquisa,
agueles que aceitaram participar, assinaram respectivamente, o Termo de Assentimento
Livre Esclarecido (TAE) (ANEXO B) e o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (ANEXQC). Com o objetivo de categorizar os voluntarios foram
adotados os seguintes critérios de inclusdo: pacientes sibilantes recorrentes de ambos os
sexos, em seguimento no referido ambulatério com idade entre 0 e 18 anos, residentes
em Vicosa ou regido e que aceitaram a participacdo no estudo através da assinatura do
TCLE e do TAE. Pacientes que se recusaram a participar do estudo ou apresentavam
outras doencas associadas (cardiopatias, fibrose cistica, doenca do refluxo
gastroesofagico, pneumonia, tuberculose pulmonar, displasia broncopulmonar, paralisia
cerebral, malformagbes congénitas pulmonares, imunodeficiéncias e bronquiolite
obliterante pés-infecciosa) foram excluidos do estudo.

Os dados do estudo foram obtidos pela aplicagdo de um questionério
semiestruturado baseado mbernational Sudy of Asthma and Allergies in Childhood
(ISAAC) (ANEXO D). A amostra sanguinea foi coletada por profissional habilitado no
Laboratério de Analises Clinicas da Divisdo de Saude da UFV, em tubo sem
anticoagulante para obtencdo do soro utilizado nas dosagens relativas ao estresse

oxidativo.

3.2 Avaliacédo do perfil oxidativo

A avaliagdo foi realizada por meio das dosagens séricas da Capacidade de
Reducao Férrica (FRAP) e oOxido nitrico (NO) e marcadores de dano tecidual

malondialdeido (MDA) e proteina carbonilada (PC).
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3.2.1 Dosagem de FRAP

A reacao foi efetuada em microplaca de poliestireno utilizando solucédo FRAP,
composta por 24 mL de tampédo acetato, 2,5 mL de 2,4,6-Tris-triazina (TPTZ) 10
mmol.L* e 2,5 mL de cloreto férrico hexahidratado (BDH) 20 mmial.O tampé&o
acetato foi preparado diluindo 3,1 g de acetato de sodio triidratadeN&O; « 3H,0)
em 16 mL de &cido etanoico 4440,), completando com agua destilada até o volume
final de 1000 mL. O TPTZ foi preparado em &cido cloridrico 40 mritet.b BDH em
tampéo fosfato 0,2 mol't (Benzie e Strain, 1996)

Utilizou-se solugcéo de Trolox como agente antioxidante para determinacéo da
curva padrao, sendo realizadas 5 diluicbes seriadas de fator 2 em tampéao fosfato 0,2
mol.L™?, partindo da concentrac&do de 2 mmdl.L

10 pL de amostra/padrao foram adicionados a 220 puL de solu¢cdo FRAP e a
placa incubada no escuro por 30 minutos. A leitura foi realizada em espectrofémetro
Multiskan GO Microplate Spectrophotometer da Thermo Scientific em comprimento de
onda de 593 nm e as concentracdes relativas as amostras foram obtidas a partir da curva

padrdo, sendo os resultados expressos em pimol.L

3.2.2 Dosagem de NO

A dosagem de NO foi realizada pelo método de Griess (modificado), que se
baseia na dosagem indireta de seu metabdlito nitritg M@avés de reacdo em meio
acido com sulfanilamida e dicloridrato de N-1-naftil-etilenodiamida levando a formacéo
de um complexo cromdéforo que absorbe fortemente em comprimento de onda de 540
nm (Romitelliet al., 2007)

Este teste foi executado em microplaca de poliestireno, fazendo a amostra reagir
com o reagente de Griess, obtido pela mistura em propor¢cdo 1:1 das solugcbes de
Sulfanilamida 1% e N-1-naftil-etilienoamida 0,1%, ambas preparadas em &cido fosférico
2,5%. A curva padrdo foi realizada utilizando nitrito de sédio 2,5 mfhod 7
diluicbes seriadas de fator 2, sendo a concentrac&o inicial de 125 jimol.L

Em cada poco da microplaca foi adicionado 50 pL de amostra/padréo e 100 pL
do reagente de Griess, deixando a reacao ocorrer por 10 minutos no escuro. A leitura foi
realizada em espectrofotbmetro Multiskan GO Microplate Spectrophotometer da

Thermo Scientific em comprimento de onda 570 nm e as concentracdes relativas as
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amostras foram obtidas a partir da curva padrdo, sendo os resultados expressos em L

mol.L*
3.2.3 Dosagem de MDA

As concentragbes de MDA foram determinadas por meio do ensaio de
substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS), que se baseia na reagdo do acido
tiobarbittrico (TBA) com o MDA em baixo pH e temperatura elevada, formando um
composto cuja intensidade de coloracdo pode ser medida em 532 nm.(Buege e Aust,
1978) .

A solugéo de TBARS utilizada no ensaio foi preparada a partir da mistura em
proporcdo de 1:1:1 de solucbes de &cido tricloroacético 15%, acido tiobarbitarico
0,375% e Acido cloridrico 0,25 mot:Lrespectivamente. Em microtubos de 2mL foram
adicionados 200 pL de soro e 400 pL de solugédo TBARS, sendo estes tubos levados em
vortex por 10 segundos e, em seguida, submetidos a banho-m@@zC por 40
minutos. Apds o banho-maria, os microtubos foram colocados em banho de gelo por
aproximadamente 5 minutos. A etapa seguinte foi a adicdo de 600 puL de n-Butanol em
cada um dos microtubos que foram novamente levados em vortex por 1 a 2 minutos.
Em seguida, foram submetidos a centrifugacdo a 1206nx temperatura ambiente por
5 minutos e o sobrenadante resultante deste processo foi transferido para pocos da
microplaca de poliestireno e realizada leitura em espectrofotbmetro Multiskan GO
Microplate Spectrophotometer da Thermo Scientific em comprimento de onda de 532
nm. As absorbéancias obtidas foram divididas pelo coeficiente de extingdo molar do
TBA (€=0,156 umol.L™) e as concentracdes de MDA expressas em nthol.L

A fim de se obter a concentracdo final de MDA nas amostras, foi realizada a
dosagem de proteinas totais em cada uma das amostras pelo método do acido
bicinconinico (BCA). A solucdo de BCA foi preparada pela mistura dos reagentes A
(Acido Bicinconinico- Sigma Life Science) e B (BCA protein assay reageffteermo
Scientific) na proporgao de 50:1, respectivamente. Foram pipetados em microplacas de
poliestireno 10 pL de soro previamente diluido 1:150 e 190 pL da solugdo BCA. Uma
curva padrdo foi realizada com solucdo de albumina bovina partindo de uma
concentracao inicial de 1,0 mg/ mL e seguida de 7 diluicGes seriadas de fator 2. A placa
com as amostras e a curva padrao foi incubada a 37 °C por 30 minutos e realizada
leitura em Multiskan GO Microplate Spectrophotometer da Thermo Scientific em 562

nm. As concentracfes de proteina total foram obtidas a partir da construcdo de uma
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regressao linearA concentracédo final de MDA foi obtida pelo quociente entre as
concentragcdes de MDA obtidas conforme descrito anteriormente e as concentra¢des de

proteina total e os resultados foram expressos em nmol/mg.

3.2.4 Dosagem de PC

A dosagem de PC foi baseada no ensaio da 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH)
descrito por Titiporn Mekrungruangwong e colaboradores em 2013. Neste ensaio, as
proteinas carboniladas reagem com o DNPH produzindo uma base de Schiff, que, por
sua vez, produz um correspondente hidrazina que pode ser medido
espectrofotometricamente. (Mekrungruangweng., 2013).

Para cada amostra foram utilizados dois microtubos, sendo um deles
correspondente ao branco da amostra e 0 outro a amostra propriamente dita. O soro foi
previamente diluido na proporcdo de 1:10 em solucdo salina. Ao microtubo
correspondente a amostra foram adicionados 200 pL do soro diluido e 800 pL de
solugcdo deDNPH 10 mmol.[* e ao microtubo correspondente ao branco da amostra
foram adicionados 200 pL do soro diluido e 800 pL de acido cloridrico (HCI) 2,5
mol.L’Y. Os microtubos foram incubados no escuro por 1 hora, sendo que a cada 15
minutos eram submetidos ao vortex.

Apos o periodo de incubac&o, foram adicionados 1 mL de Acido tricloroacético
(TCA) 20% em cada um dos microtubos e estes foram incubados por 5 minutos em
gelo. Foi realizada centrifugagdo a 10.00§ gor 10 minutos a 4 °C, descartando o
sobrenadante resultante do processo. O precipitado formado foi lavado duas vezes com
solugéo de acetato de etila/etanol 1:1 por centrifugacdo a 10@p6rx10 minutos a 4
°C. Por fim, foi adicionado ao precipitado 500 pL de Lauril Sulfato de Sodio (SDS) 6%,
realizando nova centrifugacdo a 10.00@ por 5 minutos a 4 °C. Do sobrenadante
formado, 200 pL foram adicionados em pocos de microplacas para leitura da
absorbancia em comprimento de onda 370 nm no Multiskan GO Microplate
Spectrophotometer (Thermo Scientific). A concentraca®@éoi calculada por meio
da subtracdo da absorbancia da amostra pela absorbancia do branco da amostra,
dividindo este valor por 0,011 (referente ao coeficiente de extingdo do DNPH). O valor
obtido foi multiplicado por 2,5 (fator de diluicdo) e o resultado final de proteina
carbonilada expressa em nmal.LOs 300 L restantes do sobrenadante do microtubo
relativo a amostra foram utilizados para medida da concentracdo de proteina total na

amostra por meio da leitura da absorbéncia em espectrofotometro Genesys 10S UV-Vis
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da Thermo Scientific em 280 nm. As concentraces foram obtidas atraves da realizacao
de curva padrédo com solugéo de albumina bovina a partir de uma concentracéo inicial
de 2 mg/mL e expressas em mg.

A concentracéo final da proteina carbonilada foi expressa em nhioh de
proteina total, obtida pelo quociente entre a concentracdo de proteina carbonilada

dosada como descrito anteriormente e a concentracéo da proteina total.
3.3Analise estatistica

Os resultados foram expressos como media + desvio padrdo. A variavel
idade (meses) ndo apresentou distribuicdo normal no teste de Shapiro-Wilk, portanto foi
realizado o teste ndo paramétrisouskal-Wallis, para mdultiplas comparacfes. A
distribuicdo e correlacdo de Spearman foi realizada entre a variavel IMC e as variaveis
proteina carbonilada, peroxidacgao lipidica, éxido nitrico e capacidade antioxidante total
(FRAP). A significancia estatistica foi considerada com p<0.05. As analises foram
realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, Inc. San
Diego, CA, USA).

A razédo de prevaléncia foi definida por regressdo de Poisson, considerando
diferenca estatisticamente significativa com p < 0,05. As andlises foram realizadas
utilizando o programa Stata Corp, College Station, TX, USA.
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5 RESULTADOS

Os resultados desta dissertacéo serdao apresentados a seguir em formato de artigo
original, submetido ao Jornal Brasileiro de Pneumologia, sob o titulo “Avaliagao do
perfil oxidativo de pacientes pediatricos com sibilancia recorrente”, conforme ANEXO
E, em 12 de dezembro de 2017.
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5.1 Artigo

AVALIACAO DO PERFIL OXIDATIVO EM PACIENTES PEDIATRICOS
COM SIBILANCIA RECORRENTE

EVALUATION OF THE OXIDATIVE PROFILE IN PEDIATRIC PATIENTS
WITH RECURRING WHEEZING

RESUMO

Objetivo: Avaliar o perfil oxidativo de pacientes pediatricos sibilantes recorrentes,
atendidos no Servico de Pneumologia do municipio de Vicosa e relaciona-lo a fatores
associados a asma.

Métodos: O estudo contou com a participacao de 109 pacientes que foram divididos em
grupos de acordo com a faixa etaria (< 36, de 36 a 72 e > 72 n@@satgdos foram
coletados por meio de um questionario semiestruturado e o soro obtido por puncédo
venosa. A avaliagdo do perfil oxidativo foi realizada por meio das dosagens séricas da
capacidade de reducado férrica (FRAP) e Oxido nitrico (NO) e marcadores de dano
tecidual como peroxidacao lipidica (MDA) e proteina carbonilada (PC).

Resultados: Criancas sibilantes recorrentes pertencentes ao grupo de 36 a 72 meses
apresent@m uma menor capacidade antioxidante e menor dosagem de proteina
carbonilada quando comparadas aos demais grupos. Criangas > 72 meses de idade
apresentaram maiores dosagens de peroxidacao lipidica e proteinal agaberuma

ampla dispersao para ambos marcadores de dano tecidual, assim como uma maior
porcentagem de individuos obesos ou com sobrepeso. O indice de Massa Corporal
(IMC) esta diretamente relacionado aos niveis da capacidade antioxidante total e da
proteina carbonilada. A dosagem de 6xido nitrico ndo apresentou diferenca significativa
entre os grupos analisados.

Concluséo: A obesidade, 0 excesso de peso e niveis alterados de alguns marcadores de
dano oxidativo, em associacdo com o avan¢co da idade, podem ser considerados

contribuintes para a sibilancia recorrente em criangas.

Palavras chave: sibilancia, estresse oxidativo, obesidade, sobrepeso.
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ABSTRACT

Objective: Evaluate the oxidative profile of recurrent wheezing pediatric patients
attended in the Pneumology Service of Vigcosa city - Brazil, and related it to asthma
related factors.

Methods: The study was made using data from 109 patients, which were divided in
three groups, according to the age ranges: <36, 36 to 72 and > 72 months. Data were
collected from a semi structured questionnaire. Serum was collected by venous
puncture, and used to evaluate the oxidative profile by the quantification of Ferric
Reducing Ability of Plasma (FRAP), nitric oxide (NO), and the tissue damage markers
malondialdehyde (MDA) and carbonylated proteins (CP).

Results: Recurrent wheezing children from the group 36 to 72-month-old showed
smaller antioxidative profile and PC levels when compared to the other groups.
Children older than 72-month-old showed higher levels of lipid peroxidation
(represented by higher MDA levels) and PC, whose data were distributed in a broad
dispersion, and a higher percentage of fat and overweight subjects. The Body Mass
Index (BMI) was directly related to the levels of CP and total antioxidative capacit
There were no differences in NO levels between the analyzed groups.

Conclusion: Obesity, overweight and changed levels of some oxidative damage
markers, in association to the advancement of age, may be considered contributors to

wheezing recurrence and in children.

Keywords: wheezing, oxidative stress, obesity, overweight.

INTRODUCAO

A sibilancia € um processo que pode ser acarretado por causas estruturais ou
funcionais. Asma e bronquite sdo as causas mais frequentes em criangas, mas a doenca
pode também ser ocasionada por infec¢des virais (1).

Atualmente, a sibilancia recorrente tem sido utilizada como um dos fatores
sugestivos para o desenvolvimento de asma em criancas de até 5 anos de elade (2)
representa uma grande causa de morbidade (1). Isso leva a diminuicdo da qualidade de
vida no nucleo familiar, o que a caracteriza como um problema de saude publica tanto
em paises em desenvolvimento, quanto em paises desenvolvidos (3). Entende-se por

sibilancia recorrente episodios tipicamente associados a infeccfes do trato respiratorio
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superior que se repetem por 6 a 8 vezes por ano em criancas de até 5 anos de idade (2)
podendo, também, ser definida especificamente para criancas de até 1 ano de idade
como episodios que se repetem 3 ou mais vezes neste periodo (3).

Causas genéticas e ambientais sdo apontadas como fatores de risco para o
desenvolvimento de episédios de sibilancia, e identifica-las é fundamental para melhor
compreensao dos diferentes fenétipos da doenga, bem como para promover avangos no
entendimento do desenvolvimento e progresséo da asma (4).

A patogenia da asma € bastante complexa e ainda ndo muito bem definida, mas,
por se tratar de uma doenca crbnica, ja é bem estabelecido que a inflamacéao
desempenha papel crucial na doenca. Estudos demonstram a participacdo de diversas
células inflamatérias como mastécitos, macrofagos, eosinoéfilos e linfécitos T auxiliares
do tipo 2 na patogenia da asma, assim como também ja é reconhecido que células do
epitélio das vias aéreas, do musculo liso e fibroblastos sdo capazes de sintetizar e liberar
mediadores inflamatérios importantes para a patogenia da asma (5). Dentre esses
mediadores, destacam-se as citocinas IL-5 (6)®(ll)-que, além das espécies reativas
de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) (8), indicam a ocorréncia de processo
inflamataorio.

As ROS sao também conhecidas como agentes oxidantes, que apresentam alta
capacidade reativa e podem se originar de fontes enddgenas ou exdgenas. Sao
representadas principalmente por superéxidg),(@eroxido de hidrogénio @a.) e
radicais hidroxila (OH (9). As RNS também apresentam alta reatividade e sé&o
representadas principalmente por Oxido nitrico (NO), cation nitrosil YN©
peroxinitrito (ONQ) (8).

Em concentragcfes adequadas, as ROS/RNS se mostram benéficas ao organismo
e desempenham importante papel em diversos processos fisioldgicos (10). No entanto,
quando existe um desequilibrio entre a producdo das ROS/RNS e a capacidade
antioxidante do organismo, origina-se um fendémeno denominado de estresse
oxidativo/nitrosativo, no qual biomoléculas como lipideos, proteinas e DNA podem
sofrer alteracfes estruturais e/ou funcionais (11). A peroxidacao lipidica, por exemplo,
compromete principalmente a membrana celular (8) e leva a formacdo de diferentes
aldeidos, sendo o malondialdeido (MDA) o mais utilizado como biomarcador deste
processo. Na maioria das vezes, a oxidacdo das proteinas gera modificacdes estruturais,
0 que pode causar diminuicdo de sua fungédo ou até mesmo sua desnaturacao (8). J& no
DNA, o principal alvo sdo as bases nitrogenadas, podendo gerar mutacdes ou delecdes

tanto no DNA nuclear quanto no mitocondrial (12).
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Considerando estudos anteriores que relacionam o estresse oxidativo a patologia
da asma, o presente estudo tem por objetivo avaliar o perfil oxidativo de criancas
sibilantes recorrentes atendidas no Centro de Atencdo Especializada do municipio de
Vicosa-MG e determinar sua relacdo com fatores associados ao desenvolvimento da

sibilancia.

METODOS

Desenho do estudo

O estudo contou com a participacdo de 109 voluntarios pediatricos que seguem
em atendimento no Centro de Referéncia Estadual de Atencéo Especializada do Servico
de Pneumologia do municipio de Vicosa, em Minas Gerais. As amostras foram
coletadas no periodo de novembro de 2016 a setembro de 2017, apGs aprovacgao pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Vicosa
(CEP-UFV), parecer nUmefn713.903.

Foram utilizados o0s seguintes critérios de inclusdo: pacientes sibilantes
recorrentes de ambos 0s sexos, em seguimento no referido ambulatério com idade entre
0 e 18 anos, residentes em Vigosa ou regido e que aceitaram a participacdo no estudo
através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e quando
aplicavel, do Termo de Assentimento (TA). Pacientes que se recusaram a participar do
estudo ou apresentavam outras doencas associadas (cardiopatias, fibrose cistica, doenca
do refluxo gastroesofagico, pneumonia, tuberculose pulmonar, displasia
broncopulmonar, paralisia cerebral, malformacées congénitas pulmonares,

imunodeficiéncias e bronquiolite obliterante pos-infecciosa) foram excluidos.

Coleta de amostras

A coleta dos dados foi realizada pela aplicacdo de um questionario
semiestruturado, baseado Imbernational Sudy of Asthma and Allergies in Childhood
(ISAAC). A amostra sanguinea foi coletada por profissional habilitado no Laboratorio

de Analises Clinicas da Divisdo de Saude da UFV.

Avaliacao do estresse oxidativo
A avaliacdo do perfil oxidativo foi realizada por meio das dosagens séricas da
capacidade antioxidante total e 6xido nitrico (NO) e marcadores de dano tecidual como

peroxidacao lipidica (MDA) e proteina carbonilada (PC).
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A dosagem sérica da capacidade antioxidante total foi baseada no método da
capacidade de reducéo férrica (FRAP), conforme descrito anteriormente (13) com as
seguintes modificagbes: 10 pL de amostra/padréo foram adicionados a 220 pL de
solucdo FRAP em microplacas de poliestireno, que foram incubadas no escuro por 30
minutos. Como agente oxidante foi utilizada solucdo de Trolox, partindo de uma
concentracao inicial de 2 mmoftL

A dosagem sérica de NO foi realizada pelo método de Griess modificagdo (14)
procedendo a reacdo em uma microplaca de poliestireno por meio da adicdo de 50 pL
de amostra/padréo e 100 pL do reagente de Griess. A placa foi deixada no escuro por 10
minutos. O reagente de Griess foi obtido pela mistura em proporcédo 1:1 das solucdes de
Sulfanilamida 1% e N-1-naftil-etilenoamida 0,1%, ambas preparadas em &cido fosférico
2,5%. A curva padrdo foi realizada utilizando nitrito de sédio 2,5 mioséendo a
concentracao inicial de 125 umof.L

As leituras dos testes apresentados anteriormente foram realizadas em
espectrofotometro Multiskan GO Microplate Spectrophotometer da Thermo Scientific
em comprimento de onda 570 nm e 593 nm, respectivamente. As concentracfes
relativas as amostras foram obtidas a partir da curva padrdo sendo os resultados
expressos em pM.

A peroxidacao lipidica foi avaliada por meio do ensaio de substancias reativas
ao acido tiobarbitirico (TBARS), conforme descrito anteriormente . (15)
Resumidamente, as amostras foram adicionadas a solucdo de TBARS na propor¢éao de
1:2, agitadas por 10 minutos em vortex e submetidas a banho-maria 90°C por 40
minutos. Apés adicdo de 600 pL de N-Butanol, realizou-se centrifugacédo a ¢200 x
temperatura ambiente por 5 minutos. O sobrenadante foi utilizado para leitura em
espectrofotdbmetro Multiskan GO Microplate Spectrophotometer da Thermo Scientific
em comprimento de onda de 532 nm. As absorbancias obtidas foram divididas pelo
coeficiente de extingdo molar do AR€=0,156 pmol.L™) e as concentracdes de MDA
foram expressas em nmof.LFoi ainda realizada dosagem de proteinas totais em cada
uma das amostras pelo método do &cido bicinconinico (BCA). A concentragdo final de
MDA foi obtida pelo quociente entre as concentracdes de MDA e as concentragdes de
proteina total, sendo os resultados expressos em nmol/mg.

A concentragcdo de proteina carbonilada foi baseada no ensaio da 2,4-
dinitrifenilhidrazina (DNPH) conforme descrito previamente (16). A leitura das
absorbéancias foi realizada em comprimento de onda 370 nm no Multiskan GO

Microplate Spectrophotometer da Thermo Scientific. A concentracdo de proteina total
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na amostra foi determinada por leitura da amostra em espectrofotbmetro Genesys 10S
UV-Vis da Thermo Scientific em 280 nm. A concentracao final da proteina carbonilada

foi expressa em nmol/mg de proteina total.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. A variavel idade
(meses) nao apresentou distribuicdo normal no teste de Shapiro-Wilk, portanto foi
realizado o teste ndo paramétrisouskal-Wallis, para mdultiplas comparacfes. A
distribuicdo e correlacdo de Spearman foi realizada entre a variavel IMC e as variaveis
proteina carbonilada, peroxidacgao lipidica, éxido nitrico e capacidade antioxidante total
(FRAP). A significancia estatistica foi considerada com p<0.05. As analises foram
realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, Inc. San
Diego, CA, USA).

A razédo de prevaléncia foi definida por regressdo de Poisson, considerando
diferenca estatisticamente significativa com p < 0,05. As andlises foram realizadas
utilizando o programa Stata Corp, College Station, TX, USA.

RESULTADOS

Iniciando a avaliacdo do perfil oxidativo no soro dos pacientes, foi determinada
a capacidade antioxidante total. Os pacientes foram separados em 3 grupos de acordo
com a idade em meses (< 36, 36 a 72 e > 72 meses). Observa-se na figura 1 que o0s
individuos pertencentes aos grupos < 36> €72 meses apresentam capacidade

antioxidante sérica significantemente superior aos individuos do grupo intermediario.

26



*% *%

2000- ” |
‘A
- [ ]
1500 . R
ES Vs
o, 1000- . Ay
] _A-‘-r
r ALla
500- Aq.ﬁA
]
0 L] T T
<36 36-72 >72

IDADE (MESES)

Figura 1: Capacidade antioxidante total no soro de voluntérios sibilantes. Avaliagdo da
capacidade de reducdo férrica (FRAP), em voluntarios de diferentes idades: < 36
(n=22); 36-72 (n=42) e > 72 meses (n=39). **p<0,01 Kurskal-Wallis.

Posteriormente, foi realizada a quantificacdo sérica de 6xido nitrico (NO). Nao
foi observada diferenca significativa nos niveis de NO, entre os diferentes grupos
avaliados (fig. 2).
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Figura 2: Detecgdo de oxido nitrico no soro de voluntarios sibilantes. Quantificagédo de
nitrito em voluntéarios de diferentes idades: <36 (n=20); 36-72 (n=43) e > 72 meses
(n=36).

Em relacdo aos marcadores de dano tecidual, resultantes do estresse oxidativo,

foram quantificados proteinas carboniladas (fig. 3A) e peroxidacéo lipidica (fig. 3B). O

27



grupo de 36 a 72 meses apresentou valores significativamente menores de proteinas
carboniladas em relagcdo aos outros dois grupos. A peroxidacdo lipidica apresentou

dosagens significativamente superiores no grupo > 72 meses, em relagdo ao grupo de <
36 meses. Para ambos marcadores de dano, observou-se que o grupo de maior idade

apresentou uma ampla disperséo.

A *kk B *
2.5- .
1.57 Aaa A‘
§ Kk Aa 320- A
T = 107 e At E A .
o g A S 1.5 Aa
2 £ ° A e ] —_—
S35 0.5 oo . 4 g A
s E LY Vs = 1.0 - i
£E -y = —
2 0.0 Laaas = ° m Aal.A
° 051 i
& L Ry
-0.5 . . : 0.0 : : :
<36 36-72 >72 <36 36-72 >72
IDADE (MESES) IDADE (MESES)

Figura 3: Quantificacdo de marcadores de dano tecidual em voluntarios sibilantes.
Avaliacdo de proteinas carboniladas (A) e peroxidacao lipidica (B), em voluntarios de
diferentes idades: < 36 (n=23 em A e n=22 em B); 36-72 (n=37 em Aen=42emB) e
> 72 meses (n=37 em A e 36 em B). *p<0,05 e *** p<0,005 Kruskal-Wallis.

Os pacientes sibilantes recorrentes, previamente divididos em faixas etarias,
foram classificados em magros, eutréficos, obesos ou com sobrepeso, através do indice
de massa corporal (IMC) (fig. 4). Variagdes relevantes foram observadas, entre as

diferentes faixas etarias, em relacdo a porcentagem de sibilantes obesos e com

sobrepeso.
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Figura 4. Porcentagem de pacientes sibilantes recorrentes obesos, com sobrepeso,

eutroficos ou magreza, em relacéo a faixa etaria (< 36, 36-72 e > 72).

Para avaliar a razdo de prevaléncia entre as variaveis obesidade e sobrepeso e a
variavel idade, foi realizada uma regressao de Poisson. Observou-se que a variacdo da
idade é diretamente proporcional a das varidveis analisadas, ja que quanto maior a
idade, maiores séo os indices de obesidade e sobrepeso. A idade aumenta em cerca de

80% a incidéncia de sobrepeso e cerca de 59% de obesidade (tabela 1).

Tabela 1: Regressdo de Poisson, razdo de prevaléncia das varidveis obesidade e

sobrepeso em relacao a idade (meses).

Variavel IRR [95% Intervalo de confianca]
OBESIDADE 1.59157 1.48637 1.70422
SOBREPESO 1.80557 1.68528 1.93443

*|RR: razao de incidéncia

Utilizando a analise de Spearman foi determinada a correlacdo entre as medidas
de IMC e as variaveis proteina carbonilada, peroxidacao lipidica, 6xido nitrico e FRAP
(fig. 5). As medidas de IMC apresentaram correlagdo com proteina carbonilada, com r =
0,3331 (fig. 5A) e com a capacidade antioxidante total, com r = 0,3039 (fig. 5D).
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Figura 5: Grafico de disperséo e correlacdo de Spearman (r), entre as variaveis IMC e
Proteina carbonilada (A), peroxidacéo lipidica (B), Oxido nitrico (C) e capacidade

antioxidante total (D). Estatisticamente significante p<0,005.

DISCUSSAO

O ambiente pulmonar contém altos niveis de oxigénio. Sua grande area de
superficie e suprimento sanguineo elevado tornam os pulmdes susceptiveis a lesdes
mediadas pelo estresse oxidativo (17). O estresse oxidativo € definido como o
desequilibrio entre a sobrecarga oxidante no organismo e os mecanismos de defesa
antioxidante, com importante papel nas inflamacbes crénicas. Em virtude desse
desequilibrio, as espécies reativas podem interagir com proteinas, lipidios e DNA,
levando a consequéncias patoldgicas (18). As espécies reativas de oxigénio e de
nitrogénio, produtos causadores de estresse oxidativo, podem ser produzidas
diretamente pelas células pulmonares ou macrofagos residentes (19, 20) e sua
associacdo com a patogénese da inflamacdo respiratoria deve-se importantemente a
oxidacdo do &cido araquidbnico e formacdo de mediadores que podem exercer efeitos
funcionais significativos como broncoconstricdo e exsudacdo de plasma (21). No
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pulm&@o humano os antioxidantes sdo expressos em niveis relativamente baixos e nao
sao induzidos pelo estresse oxidativo, sendo esse papel desempenhado por antioxidantes
extracelulares como os de origem dietética (vitaminas C e E), ou ainda do acido urico
(22). Nosso estudo demonstra que criancas sibilantes apresentam capacidade
antioxidante sérica em niveis distintos, nas diferencas faixas etarias avaliadas. Menores
indices de capacidade antioxidante sérica foram observados nas criancas sibilantes
recorrentes de 36 a 72 meses de idade.

Os pacientes sibilantes avaliados no presente estudo apresentaram deteccdes
séricadistintasde marcadores de dano relacionados ao estresse oxidativo para as faixas
etarias avaliadas. O grupo de 36 a 72 meses, que apresentou menor capacidade
antioxidante total, apresentou, também, deteccéo significativamente deepiteinas
carboniladasdo que os outros dois grupos. Considerando que o efeito antioxidante
enzimatico ndo é avaliado pelo teste de FRAP, a dosagem de enzimas especificas como
dismutase oxidase ou glutationa transferase poderia nos fornecer dados que explicassem
o resultado apresentado anteriormente.

Na asma, o 6xido nitrico exalado, é utilizado com marcador de inflamacgéo
eosinofilica tanto em adultos como criancas. Podendo também ser utilizado como
marcador de adesado ao tratamento com corticoides inalatérios, em pacientes sibilantes
com inflamacé&o eosinofilica (23). Entretanto ndo observamos diferenca na quantificacéo
sérica de 6xido nitrico, para as trés faixas etarias analisadas.

Niveis aumentados de peroxidase eosinofilica (EPO) e mieloperoxidase (MPO)
sao detectados no sangue, no escarro induzido e no lavado broncoalveolar de pacientes
com asma estavel. Assim como niveis elevados de muitos marcadores de estresse
oxidativo diretos e indiretos, incluindo proteinas carboniladas, peroxidacao lipidica,
peroxido de hidrogénio e reducdo da capacidade antioxidante total (24-26). De forma
similar, ja foi descrito o desequilibrio oxidativo em pacientes com doenca obstrutiva
pulmonar cronica (DPOC), com aumento dos niveis de marcadores de dano celular,
como proteinas carboniladas e peroxidacao lipidica e redugédo de enzimas antioxidantes
no soro. Estas alteracdes permitem a associacao do estresse oxidativo com a progressao
e severidade da DPOC (27).

E interessante notar que os pacientes com mais de 72 meses de idade
apresentaram maiores niveis de proteinas carboniladas e de peroxidacao lipidica, porém
com uma amplitude de dosagem bem distinta da observada para as outras duas faixas
etarias Esta Ultima observacdo sugere que outros fatores podem estar relactmmados

0 aumento dos niveis desses marcadores de estresse oxitNEsgse contexto,
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identificamos, neste grupo, uma maior porcentagem de individuos obesos ou com
sobrepesoEstudos epidemioldgicos demonstram que o sobrepeso e a obesidade sao
fatores de risco para ocorréncia de asma em homens e mulheres (28). Sugere-se que
mecanismos imunoldgicos convergentes nessas patologias aumentam a inflamacéo de
vias aéreas, alterando a reposta a farmacoterapia por induzir um fendétipo de dificil
manejo (29). Dentre os mecanismos inatos, as células linfoides inatas (ILCs) foram
recentemente relacionadas a patogénese da asma e da obesidade. As ILCs, de forma
homologa as células T auxiliares, sdo classificadas pelo padrdao de producdo de
citocinas. Entretanto, as ILCs ndo expressam receptores especificos do antigeno, e
respondem a sinais induzidos por danos (30).

Mediadores pro-inflamatérios produzidos pelo tecido adiposo causam, nao
somente danos endoteliais diretos, mas também formacéo de radicais livres. O dano
oxidativo a estruturas celulares importantes é um dos fatores responsaveis pelo
desenvolvimento de complicacdes relacionadas a obesidade (31, 32). Estudo recente
demonstrou que o tecido adiposo de criancas obesas apresenta desregulacdo de
moduladores da biogénese mitocondrial e estrutura dessa organela, assim como
descontrole do estado oxidativo (33). Nossos resultados demonstram que criancas
sibilantes recorrentes com mais de 6 anos apresentam alteracdes significativas nos
marcadores de estresse oxidativo em comparacdo a pacientes sibilantes menores.
Interessantemente, foi identificado nesse grupo de sibilantes maiores de 6 anos uma
porcentagem significativamente maior de criancas obesas ou com sobrepeso em relacéo
as outras faixas etarias avaliadas. E, quando correlacionamos o IMC com os marcadores
referentes ao estresse oxidativo, observamos uma correlacao direta das medidas de IMC
com as dosagens de capacidade antioxidante total e proteinas carboniladas, indicando
gue a obesidade pode contribuir para o desequilibrio oxidativo. Dessa forma, podemos
inferir que aobesidade, o sobrepeso e o0s niveis alterados de alguns marcadores de dano
oxidativo, em associa¢gdo com o avanc¢o da idade, podem ser considerados contribuintes
para a sibilancia recorrente em criangas.

Deve-se destacar que a obesidade infantil € um dos graves desafios de saude
publica do século XXI, apresentando-se como um problema global, particularmente em
ambientes urbanos. A prevaléncia de criancas obesas vem aumentando em ritmo
alarmante e a Organizacao Mundial de Saude estima que mais de 41 milhdes de criangas
com menos de cinco anos se encontravam acima do peso em 2016. Criangcas com

excesso de peso e obesidade tendem a permanecer obesas na idade adulta e mais
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propensas a desenvolver doencas ndo transmissiveis como diabetes e doencas
cardiovasculares em uma idade mais jovem (34).

De acordo com os resultados obtidos, podemos inferir aguwdbesidade, o
excesso de peso e niveis alterados de alguns marcadores de dano oxidativo, em
associacdo com o avanco da idade, podem ser considerados contribuintes para a

recorréncia da sibilancia em criangas.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, podemos inferir egubesidade, o
excesso de peso e niveis alterados de alguns marcadores de dano oxidativo, em
associacdo com o avanco da idade, podem ser considerados contribuintes para a

recorréncia da sibilancia em criangas.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Fatores associados a sibilancia recorrente e asma, em pacientes atendidos em servico
de referéncia de Pneumologia Pediatrica no Municipio de Vigosa.

Pesquisador: Silvia Almeida Cardoso

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 57579316.7.0000.5153

Instituicdo Proponente: Departamento de Medicina e Enfermagem
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Miamero do Parecer: 1.713.903

Apresentagio do Projeto:

Conforme resumo apresentado no formulario onling da Plataforma:"Trata-se de um estudo transversal
realizado em pacientes pediatricos, encaminhados para seguimento em Servigo de Pneumologia, no Centro
de Referencia Estadual de Atengio Especializada ne municipio de Vigesa em Minas Gerais no qual o
presente trabalho visa identificar fatores associados a sibildncia recorrente e asma, em pacientes atendidos

em servico."

Objetivo da Pesquisa:

De acordo com o8 pesquisadores,

Ohbjetivo primario: “Identificar fatores associados com sibildncia recorrents 2 asma, em pacientes atendidos
em servige de referéncia de pneumeclogia pediatrica no municipio de Vigosa®

Objetive secundario:® - Avaliagdo do perfil de exposicio aos fatores de risco, dos pacientes atendidos no
Centro Estadual de Atengdo especializada ne municipio de

Vigosa. - Dosagem de vitamina D no soro. - Quantificagdo de metabdlitos de nicotina na urina. -
Determinagdo do perfil de citocinas e dxido nitrico ne soro. - Imuncfenctipagem de células sanguineas. -
Identificagdo dos antigenos mais prevalentes na populagio estudada’.

Enderego: Universidade Federal de Vigosa, Avenida PH Rolfs sin, Edificio Arthur Bemardes

Bairro: Campus Uniwversitario CEP: 38570-200
UF: MG Municipio: VICOSA
Telefone: (31)3300-2402 E-mail: cep@uiv.br
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Continuagio do Parecer: 1.712.903

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O pesquisadores apresentam no formulario online da Plataforma os seguintes Riscos: “Todos os
procedimentos (questionario, coleta de amostra biologica e teste de sensibilidade cutdnea) serdo realizados
no Centro Estadual de Atengdo Especializada em Vigosa em dia e horario previamente estabelecido, em
local adequado que preserva a intimidade e tranguilidade do paciente. Questionario Os riscos envolvidos na
pesquisa consistem em constrangimento ao responder o questionario, & para minimizar tal constrangimento
o guestionario sera aplicado em local adequado e individualmente & @ m3s sera informada gue podera se
recusar a responder uma ou mais perguntas. O tempo de aplicagdo do questionario € de 15 minutos Coleta
de material biclogico: Ma coleta de uma amostra de sangue & possivel que ocorram os seguintes
desconfortos ou riscos: no momento da coleta de sangue podera haver alguma dor decorrente da puncio da
pele; complicagdes de coleta de sangue rotineira sdo raras e geralmente de pequenc porte; s& houver
pequena perda de sangue no local da pungﬁn geralmente ha um pequeno desconforto que desaparsce em
poucos dias. Para minimizar o risco desse procedimento, a coleta de sangue serd feito por profissional
treinado para esses procedimentos e para orientagdo de possiveis complicagdes. No exame de urina: A
coleta de uma amostra da urina sera realizada pelo responsavel legal da crianga, apos Drientﬁgﬁes por
profizssional treinado. O rizco na coleta desse material & o constrangiments da crianga. Para tal, a coleta &
feita por seu responsdvel legal ou pelo mesmo (criangas com capacidade para tal), em banheiro compativel
para a criang¢a (o local possui banheiro masculino, feminino e para portadores de necessidades especiais).
As amostras biologicas (sangue e urina) serdo codificadas para garantir o anonimato e descartadas apos
analise. Teste de Sensibilidade Cutdnea: Serad realizado um Teste de Sensibilidade Cutdnea para cada
paciente. Os riscos desses exames, apesar de causarem algum desconforto sdo raros. As complicagdes
sistémicas do procedimento sdo raras. Para minimizar tal risco, o procedimento sera realizado por madico
treinado e a crianga deverd permanecer no servico 60 minutos apds o teste cutdneo de sensibilidade. ©
Centro Estadual de Atengo Especializada em Vigosa tem disponivel todo material necessario para o
atendimento de eventuais urgéncias, pois presta atendimento a uma populagac de risco (cardiopatas,
hipertensos, diabéticos, nefropatas e etc. ) além do proprio profissional que realiza o exame ser treinado
para socormo nesse tipo de eventos. Os exames complementares utilizados para a pesquisa serdo

realizados em laboratorios vinculades a Universidade Federal de Vigosa.

& 0% seguintes Beneficios:"“Come beneficios da pesquisa, espera-se a detecgo precoce de fatores

Enderego:  Universidade Federal de Vicosa, Avenida PH Rolfs sin, Edficic Arthur Eemardes

Bairro:  Campus Unwersdano CEP: 38.570-900
UF: MG Municipic: VICOSA
Tebefone: (31)3300-2420 E-mail: cepdfufe or
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associados a sibildncia recormente permitindo seu diagnostico, acompanhamento, prevengdo e tratamento
adequados e visando melhorias na gualidade de vida dos pacientes pediatricos, para possibilitar que o
Sistema Unice de Sadde realize agbes que possam ajudar a melhorar o atendimento destes pacientes com
doengas respiratorias.

Comentarios & Consideragoes sobre a Pesquisa:

0 presente estudo pretende realizar um estudo transversal no gual sera aplicado um guestionario
estruturado, que contempla tanto dados das caracteristicas gerais da sibildncia recomrrente e de variaveis
como: fatores biologicos gerais, sociodemograficos, ambientais e relacionados a atopia. Também sera
coletado amostras biclogicas de sangue e urina, para analise de vitamina O, marcadores inflamatarios &
metabdlitos d= nicotina respectivamente. Também sera realizado Teste de sensibilidade cutdnsa.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
O= pesquisadores apresentaram os seguintes documentos:
1-PB informagoes

2- carta resposta

J-autorizagdo modificada

4-Termo de assentimento

5-TCLE modificado

B-Projete modificado

T-guestionario

B-declaragdo instituicdo

9- declaragdo de manuseio biclogico

10-TCLE

Consideragdes sobre os documentos:sem pendéncias

Recomendagoes:

Cuando da coleta de dados, o TCLE deve ser elaborado em duas vias, rubricado em todas as suas paginas
e assinado, ao seu témino, pelo convidado a participar da pesguisa ou responsavel legal, bem como pelo
pesquisador responsavel, ou pessoals) por ele delegada(s), devendo todas as assinaturas constar na
mesma folha.

M&o & necessario apresentar os TCLEs assinados ao CEP/UFY. Uma via deve ser mantida em arquivo pelo

pesquisador e a outra & do participante da pesguisa.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagies:
Aprovado

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Ao térming da pesguisa & necessanio apresentar, via notificacdo, o Relatdrio Final (modelo disponivel no site
www_cep.ufv.br). Apds ser emitido o Parecer Consubstanciado de aprovacgo do Relatdrio Final, deve ser
encaminhado, via notificagdo, o Comunicado de Término dos Estudos.

Projeto analisado durante a 67 reunido de 2016, realizada no dia 04 de agosto de 2016.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas | PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P (| 25/0872018 Aceito
do Projeto ROJETO_T745400.pdf 14:12:26
Cutros cartaresposta.doc 25/08/2016 |Mima Pecanha Brito | Acesito

14:09:25
Recurso Anexado | autorizacaomodificada. pdf 22/06f2016 |Mima Pecanha Brito | Aceito
pelo Pesquisador 09:51:14
TCLE { Termos de  |termodeassentimentolivreeesclarecido.d | 220872016 |Mima Pecanha Brito | Acsito
Assentimento / QCK 09:31:55
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | tclemodificado.docx 22/06f2016 |Mima Pecanha Brito | Aceito
Assentimento / 09:31:17
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado /| projetomodificado.docx 22/06f2016 |Mima Pecanha Brito | Aceito
Brochura 09:27:24
Investigador
Recurso Anexado | questionario_ docx 30/062016 |Mima Pecanha Brito | Aceito
pelo Pesquisador 16:04:41
Declaragéo de declacaodeinstituicaceinfragstura_pdf 30/0672016 |Mima Peganha Brito | Aceito
Instituigéo e 16:03:20
Infraestrutura
Declaragao de declaracacdemanuseiobiologico. pdf 3070672016 |Mima Peganha Brito | Aceito
Manuseio Material 16:02:24
Biologico !
Biorepositario /
Bichanco
TCLE { Termos de  |tcle.docx 30/06F2016 |Mima Pecanha Brito | Acsito
Assentimento / 16:01:30
Justificativa de
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Auséncia fcle.docx 30MER2016 |Mima Peganha Brito | Acsito
16:01:30
Projeto Detalhado ! | Projetodetalthado.docx 3062016 |Mima Pecanha Brito | Aceiio
Brochura 16:01:01
Investigadar
Folha de Rosto folnaderosto. pdf 30MER2016 |Mima Petanha Brito | Acsito
16:00:13
Situagio do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciagao da COMEP:
Mao
VICOSA, 06 de Setembro de 2016
Assinado por:
HELEHN HERMANA MIRANDA HERMSDORFF
[{Coordenador}
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ANEXO B - Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

Vocé esta sendo convidado (a) como

voluntario (a) a participar da pesquisa “Fatores associados a sibilancia recorrente e
asma, em pacientes atendidos em servico de referéncia de Pneumologia Pediatrica
no Municipio de Vigosa, sendo que seu representante legal, Sr

(@) autorizou sua participacao.

Nesta pesquisa pretendemos detectar os fatores que podem provocar chiado no
peito.

Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos: avaliacdo dos
prontudrios das criangcas acompanhadas no ambulatério de Pneumologia Infantil,
responder um questionario e realizar exames (de sangue, urina e teste alérgico).

O questionario sera realizado no Centro Estadual de Atencdo Especializada em
Vicosa. O tempo de aplicacdo do questiondrio ¢ de 15 minutos A coleta do material
biologico (sangue e urina) e o teste alérgico serdo feitos por profissionais treinados para
esses procedimentos e para orientagdo de possiveis complicagdes. Todos os exames
serdo realizados no Centro Estadual de Aten¢do Especializada em Vigosa em dia e
horério previamente estabelecido, em local adequado que preserva a sua intimidade e
tranquilidade. O referido servico tem disponivel todo material necessario para o
atendimento de eventuais urgéncias. Seré coletado apenas uma amostra de sangue e uma
amostra de urina bem como também sera realizado somente um teste alérgico.

Como beneficios da pesquisa, espera-se a detec¢do precoce de problemas de
saude associados ao chiado no peito, permitindo seu diagndstico, acompanhamento,
prevencdo e tratamento adequados e visando melhorias na qualidade de vida das
criangas.

O motivo que nos leva a estudar estes fatores ¢ para possibilitar que o Sistema
Unico de Satde realize agdes que possam ajudar a melhorar o atendimento das criangas
que tem chiado no peito.

Um dos riscos envolvidos na pesquisa consiste em constrangimento ao
responder o questionario, € para minimizar tal constrangimento o questiondrio sera
aplicado em local adequado e individualmente e vocé podera se recusar a responder
uma ou mais perguntas, sem que isso implique em qualquer alteracdo na forma como
voceé sera atendido (a) na unidade.

No exame de sangue ¢ possivel que ocorram os seguintes desconfortos ou riscos:
42



no momento da coleta de sangue podera haver alguma dor decorrente da puncdo da
pele; complicagdes de coleta de sangue rotineira sdo raras e geralmente de pequeno
porte; se houver pequena perda de sangue da veia no local da pun¢do geralmente ha um
pequeno desconforto que desaparece em poucos dias, mas os profissionais estdo aptos a
resolver o problema e prestar as devidas orientagoes.

No exame de urina: A coleta de uma amostra da urina sera realizada por vocé ou
pelo seu responsavel legal, apds orientagdes por profissional treinado. O risco na coleta
desse material ¢ o seu constrangimento. Para tal, a coleta ¢ feita por seu responsavel
legal ou por vocé mesmo, em banheiro compativel para vocé. (o local possui banheiro
masculino, feminino e para portadores de necessidades especiais).

No teste alérgico: serd realizado, por médico treinado, um teste chamado de
“teste alérgico”, onde colocamos uma gota (no brago ou nas suas costas) do que podera
ser um dos causadores de alergia e serd procedida uma pequena puntura com uma
lanceta estéril (algo semelhante a uma picada de murigoca) para verificarmos se vocé
tem ou ndo alergia ao que estd sendo pesquisado. Os riscos desses exames, apesar de
causarem algum desconforto, sdo raros. E muito raro a crianga ter uma crise de chiado
devido a realizagdo do teste alérgico. Vocé deverd permanecer no servigo 60 minutos
apos o teste alérgico. O Centro Estadual de Atencdo Especializada em Vigosa tem
disponivel todo material necessario para o atendimento de eventuais urgéncias, além do
proprio profissional que realiza o exame ser treinado para socorro nesse tipo de eventos.

Os exames complementares utilizados para a pesquisa serdo realizados em laboratdrios
vinculados a Universidade Federal de Vigosa e as amostras biologicas (sangue e urina)
serdo descartadas apos analise.

Vocé continuard recebendo o acompanhamento no ambulatério de pneumologia
mesmo apds o encerramento € /ou interrupcao da pesquisa.

N&o havera nenhum custo para vocé participar deste estudo e nem voceé recebera
qualquer vantagem financeira. Apesar disso, diante de eventuais danos, identificados e
comprovados, decorrentes da pesquisa, vocé tem assegurado o direito & indenizagéo.
Vocé tem garantida plena liberdade de recusar-se a participar ou o retirar seu
consentimento e interromper a sua participacdo, em qualquer fase da pesquisa, sem
necessidade de comunicado prévio. A sua participacdo € voluntaria e a recusa em
participar ndo acarretard qualquer penalidade ou modificagdo na forma em que €
atendido (a) pelo pesquisador. Os resultados da pesquisa estardo a sua disposicao
quando finalizada. Vocé nédo sera identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa

resultar. O seu nome ou 0 material que indique a sua participacdo nao serao liberados
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sem a sua permissdo. Este termo de assentimento encontra-se impresso em duas vias
originais, sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no “Centro
Estadual de Atengdo Especializada em Vigosa” e a outra serd fornecida a vocé. Os
dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador
responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos apds o término da pesquisa, e depois
desse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padre:
profissionais de sigilo e confidencialidade, atendendo a legislagdo brasileira, em
especial, a Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude, e utilizardo as
informacBes somente para fins académicos e cientificos.

Nesta pesquisa ndo serd necessério a utilizacdo de recursos como filmagens,

fotos ou gravacoes.

AUTORIZACAO PARA PARTICIPACAO NO ESTUDO

Eu, e meu

responsavel legal , fomos

informados (a) dos objetivos da pesquisa “Fatores associados a sibilancia recorrente

e asma, em pacientes atendidos em servico de referéncia de Pneumologia
Pediatrica no Municipio de Vigcosa” de maneira clara e detalhada, esclarecemos
nossas davidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informacdes e
modificar minha decisdo se assim o desejar. Recebi uma via original deste termo de
assentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer minhas

davidas, bem como ao meu responsével legal.

Nome do participante

Nome do Pesquisador Responsavel:

Endereco: Departamento de Medicina e Enfermagem Av. PH Rolfs; €ampus
Universitario Cep: 36570-900 Vicosa/MG

Telefone: (31) 3899-3176

Email: mirnabrito966@gmail.com

Em caso de discordancia ou irregularidades sob o aspecto ético desta pesquisa, vocé
podera consultar: CEP/UFV Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Universidade Federal de Vicosa Edificio Arthur Bernardes, piso inferior Av. PH Rolfs,
s/n — Campus Universitario Cep: 36570-900 Vicosa/MG Telefone: (31)3899-2492
Email: cep@ufv.biwvww.cep.ufv.br

Vicosa - MG, de de20
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ANEXO C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O (A) participante , Sob sua

responsabilidade, esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa
“Fatores associados a sibilancia recorrente e asma, em pacientes atendidos em

servico de referéncia de Pneumologia Pediatrica no Municipio de Vigosa

Nesta pesquisa pretendemos detectar os fatores que podem provocar chiado no
peito.

Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos: avaliacdo dos
prontudrios das criangas acompanhadas no ambulatério de Pneumologia Infantil,
responder um questiondrio e realizar exames (de sangue, urina e teste alérgico).

O questiondrio sera realizado no Centro Estadual de Atencao Especializada em
Vicosa. O tempo de aplicacdo do questiondrio ¢ de 15 minutos A coleta do material
bioldgico (sangue e urina) e o teste alérgico serdo feitos por profissionais treinados para
esses procedimentos e para orientagdo de possiveis complicagdes. Todos os exames
serdo realizados no Centro Estadual de Atengdo Especializada em Vigosa em dia e
horario previamente estabelecido, em local adequado que preserva a intimidade e
tranquilidade do paciente. O referido servigo tem disponivel todo material necessario
para o atendimento de eventuais urgéncias. Serd coletado apenas uma amostra de
sangue e uma amostra de urina bem como também sera realizado somente um teste
alérgico.

Como beneficios da pesquisa, espera-se a detec¢do precoce de problemas de
saude associados ao chiado no peito, permitindo seu diagndéstico, acompanhamento,
prevencdo e tratamento adequados e visando melhorias na qualidade de vida das
criangas.

O motivo que nos leva a estudar estes fatores ¢ para possibilitar que o Sistema
Unico de Satde realize agdes que possam ajudar a melhorar o atendimento das criancas
que tem chiado no peito.

Um dos riscos envolvidos na pesquisa consistem em constrangimento ao
responder o questionario, e para minimizar tal constrangimento o questionario sera
aplicado em local adequado e individualmente e a mae sera informada que podera se
recusar a responder uma ou mais perguntas, sem que isso impligue em qualquer
alteracéo na forma como ela e sua crianca € atendida na unidade.

No exame de sangue ¢ possivel que ocorram os seguintes desconfortos ou riscos:
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no momento da coleta de sangue podera haver alguma dor decorrente da puncdo da
pele; complicagdes de coleta de sangue rotineira sdo raras e geralmente de pequeno
porte; se houver pequena perda de sangue da veia no local da pungdo geralmente ha um
pequeno desconforto que desaparece em poucos dias, mas os profissionais estdo aptos a
resolver o problema e prestar as devidas orientagdes ao paciente.

No exame de urina: A coleta de uma amostra da urina sera realizada pelo
responsavel legal da crianga, apés orientagdes por profissional treinado. O risco na
coleta desse material ¢ o constrangimento da crianga. Para tal, a coleta ¢ feita por seu
responsavel legal ou pelo mesmo (criangas com capacidade para tal), em banheiro
compativel para a crianca (o local possui banheiro masculino, feminino e para
portadores de necessidades especiais).

No teste alérgico: serd realizado, por médico treinado, um teste chamado de
“teste alérgico”, onde colocamos uma gota (em um dos bragos ou nas costas da crianga)
do que podera ser um dos causadores de alergia na sua crianga e sera procedida uma
pequena puntura com uma lanceta estéril (algo semelhante a uma picada de murigoca)
para verificarmos se a sua crianca tem ou ndo alergia ao que estd sendo pesquisado. Os
riscos desses exames, apesar de causarem algum desconforto, sio raros. E muito raro a
crianca ter uma crise de chiado devido a realizagdo do teste alérgico. A crianga devera
permanecer no servigo 60 minutos ap6s o teste alérgico. O Centro Estadual de Atencao
Especializada em Vigosa tem disponivel todo material necessario para o atendimento de
eventuais urgéncias, além do proprio profissional que realiza o exame ser treinado para
socorro nesse tipo de eventos.

Os exames complementares utilizados para a pesquisa serdo realizados em
laboratérios vinculados a Universidade Federal de Vigosa e as amostras biologicas
(sangue e urina) serdo descartadas apds andlise.

O seu filho (a) continuard recebendo o acompanhamento no ambulatorio de
pneumologia mesmo apos o encerramento € /ou interrup¢do da pesquisa.

N&o haverd nenhum custo para seu filho participar deste estudo e nem recebera
gualquer vantagem financeira. Apesar disso, diante de eventuais danos, identificados e
comprovados, decorrentes da pesquisa, ele tem assegurado o direito a indenizacdo. O (a)
participante tem garantida plena liberdade de recusar-se a participar ou o (a) Sr.(a) de
retirar seu consentimento e interromper a participacdo do voluntario sob sua
responsabilidade, em qualquer fase da pesquisa, sem necessidade de comunicado
prévio. A participacdo dele (a) é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara

qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que é atendido (a) pelo pesquisador.
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Os resultados da pesquisa estardo a sua disposicdo e do participante quando finalizada.
O (@) participante ndo sera identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar.
O nome ou 0 material que indique a participacao do voluntario ndo seréo liberados sem
a sua permissdo. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias
originais, sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no “Centro

Estadual de Atengao Especializada em Vigosa” e a outra sera fornecida ao Sr. (a). Os

dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador
responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos apds o término da pesquisa, e depois
desse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a identidade do participante
com padrdes profissionais de sigilo e confidencialidade, atendendo a legislacéo
brasileira, em especial, a Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude, e
utilizaréo as informacdes somente para fins académicos e cientificos.

Nesta pesquisa ndo sera necessario a utilizacdo de recursos como filmagens,
fotos ou gravacgoes.

Em caso de discordancia ou irregularidades sob o aspecto ético desta pesquisa,
vocé poderéa consultar: CEP/UFRVComité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Universidade Federal de Vicosa Edificio Arthur Bernardes, piso inferior Av. PH Rolfs,

s/n — Campus Universitario Cep: 36570-900 Vicosa/MG Telefone: (31)3899-2492
Email: cep@ufv.biwvww.cep.ufv.br

AUTORIZACAO PARA PARTICIPACAO NO ESTUDO

Eu, ,contato

, responsavel pelo participante

, autorizo sua participagao e

declaro que fui informade) dos objetivos da pesquisa “Fatores associados a
sibilancia recorrente e asma, em pacientes atendidos em servico de referérae
Pneumologia Pediatrica no Municipio de Vicosa” de maneira clara e detalhada e
esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas
informacgfdes e modificar minha decisdo se assim o desejar. Recebi uma via original
deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e

esclarecer minhas dudvidas.

Nome do Pesquisador Responsavel:
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Endereco: Departamento de Medicina e Enfermagem Av. PH Rolfs; €ampus
Universitario Cep: 36570-900 Vicosa/MG
Telefone: (31) 3899-3176
Email: mirnabrito966@gmail.com

Em caso de discordancia ou irregularidades sob o aspecto ético desta pesquisa,
vocé podera consultar: CEP/URVComité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Universidade Federal de Vicosa Edificio Arthur Bernardes, piso inferior Av. PH Rolfs,
s/n — Campus Universitario Cep: 36570-900 Vicosa/MG Telefone: (31)3899-2492
Email: cep@ufv.bwvww.cep.ufv.br

Vicosa - MG, de de 20
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ANEXO D - Questionario sobre sintomas respiratorios

Questionario sobre sintomas respiratorios

Prezadaio) Mae (Pai ou responsavel): Por favor, preencha (responda) o questionario abaixo sobre problemas respiratorios
da sua cranca.

Pedimas para que NAD deixe quadradinhos em branco.

RESPONDENTE Pessoa que ird preencher os dados: 1= M3e 2= Pai 3= Outro (nome/parentesco):

DATA (HOJE): __/__/___CODIGO

NOME Mome da crianca: ID Idade atual{meses): SEXO1Z Fem 2 = Masdg
LUGAR Municipio: FONE Telefone para contato: ( .
ENDERECO:

DN Data de nascimento (DD/MMBARA)Y: [ f _PNPeso ao nascer (kg):

PA Peso atual (kg): EN Estatura ao nascer (cm): EA Estatura atual (cm):

Por favor, cologue um X no quadradinho que corresponda a sua resposta correta ou preencha os
espacos:

12 CHIADOQ Com que idade sua crianca teve o primeiro episadio de chiadono peito  Idade (meses):
- primeira bronquite?

)

2  CHIADO 12°ME SE S Sua crianca teve chiado no peito, bronite ou sibilancia 1 = SIM 2 2 NAO
nos seus primeiros 12 meses de vida?

3 QTOS CHIADOS 1° ANO Quantos episédios de chiado no peito (bronquite 1= Nenhum
ou sibilancia) ele teve no primeiro ano de vida? 2= Wenos de 3 episadios
3Z 3 a6 episodios

4~ Mais de 6 episodios

4 TRAT.ALIVIO Suacrianga_recebeu tratamento com medicamentos inalados 1= /M 2= MAD 32 NAC SEI

para aliviar o chiado no peito (broncodilatadores) por nebulizadores ou inaladores
(bombinhas), ex: Salbutamol, Agrolin®, Berotec®, Brycanil®?

5 TTO.PROFILATICO Sua crianca recebeu tratamento com Coricgides 1= 2= MAD 32 NAC SEI
(cortisonas) inalados (bombinhas), ex: Symbicon®, Flixotide®, Seretide®,

Cleni®, Beclosol®. Budesonida, Busonid®, Bulmicorn®,
BeclometasonaFluticasana eic?
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10

11

12

13

14

15

16

TTO.ANTILEUCO Sua crianca recebeu tratamento com Antileucotrienos
(Singulair®, Montelair®. Piemont®)?

TTO.PROFILATCOATUAL Atualmente, sua criangca estd recebendo
tratamento anti-inflamatério? Ex: Corticoides: Symbicott®, Flixotide®, Seretide®,
Clenil®, Beclosol®, Budesonida. Busonid®. Pulmicort®, Beclometasona,
Fluticasona ou Antileucotrienos. Singulair®, Montelair®, Piemont®

CHIADO.ULTIMAS.45EM Se respondeu sim & pergunta de nimero 7, sua
crianca apresentou chiado nas dltimas 4 semanas?

DESPERTARNOTURNO12M Nestes dltimos doze meses quantas vezes
vocé acordou durante a noite devido Atosse, ou chiado no peito da sua crianga?

EMERGENCIA12M Nestes dltimos doze meses o chiado no peito (sikilancia)
da sua cnianca__foi tio forte a ponto de ser necessario leva-lo a um servico de
emergéncia (Hospital, Clinica ou Posto de Saide)?

CHIADOINTENSO12M Nestes ultimos doze meses o chiado no peito
(sikildncia) da sua cranca__ foi tdo intenso a ponto de vocé vélo com muita
dificuldade para respirar (com falta de ar)?

INTERNACAO Sua crianga__j& foi hospitalizado (intemado em hospital) por
bronquite?

DIAG.ASMA Algum meédico Ihe disse alguma vez que sua crianca tem asma?
PNM Sua crianca_ja teve pneumonia?
MEEMQ&Q,PNM Sua cnanca ja foi hospitalizado por pneumonia?

FUMOQ,CASA Alguma pessoa que a crianga tem contato fuma (pai, mde, avos,
tios)?

1ZSIM 2z NAQ 3= MAD SEI

1ZSIM 2z NAQ 3= MAD SEI

1ZSIM 2z NAQ 3= MAD SEI

J1-Munca
2Z Raras vezes (=1xaomés)

37 Algumas vezes (algumas
semanas emalguns meses)

4= Frealentemente (== 2 noites
porsemana, quase todos os
meses)

1 SIM 20 NAO
12 SIM 20 NAO
10 SIM 20 NAO
12 SIM 20 NAO
10 SIM 20 NAO
1z SIM 20 NAO
10 NAO
27 5IM(MAE)
3T SIM(PAD

4 = SIM(OUTROS)

50



17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

CIGARROSDIA Quantos cigarros essa pessoa fuma por_dia ?

CIGARROSTEMPO Quanto tempo sua crnianca_fica em contato com essa
pessoa?

VC. FUMA Vocé fuma?

MAE.FUMA A mie da crianca fumou durante a gravidez?

HE.ASMA Sua crianca tem familiares com asma?

HF. RINITE Sua cnanca tem familiares com alergia no nariz ou rinite alérgica?

HP.DERM.AT. Sua crianca tem alergia de pele {dermatite alérgica)?

CESAREA Sua crianca nasceu por cesanana (parto cesarea)?

CRECHE A sua crianca esta frequentando escola ou creche este ano?

IDADE.CRECHE Com que idade sua crianca entrou na creche?

ALIMENTQOS.IND. Com que frequéncia vocé da a sua crianca algum dos
seguintes produtos (ndo feitos em casa): iogurte, pudim, salgadinhos (chips),
chocolate, refrigerantes, suco de frutas de caixinha ou de garrafa, geleia artificial?

1= ¥ maco
2~ 1maco

3= acimade 1 maco
1z Diario

2~ Semanal

3Z Mensal

1ZSIM 22 NAO

1Z25IM 20 NAO

12 NAO
27 SIM(MAE)
3 2 SIM (PAI)

4 = SIM (QUTROS)

12 NAO
22 SIM(MAE)
32 SIM (PAI)

4 T 5IM(QUTROS)

12 5IM 27 NAO

12 5IM 27 NAO

12 5IM 22 NAO

Idade (meses):

J1ZHNunca
27 Umavez porsemana
3-Umavezaomés

4~ Todos os dias dasemana
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28

29

30

31

32

33

34

35

36

COMBUST.DOMEST.Que tipo de combustivel vocé usa para cozinhar na sua 1= Gas encanadoZ carvao

? . -
casa 3~ gas de bujao

4~ eletricidade
5-fogaoalenha

G Z outro

AR COND Vocé tem ar condicionado em sua casa? 1= SIM 2 = NAO

PET_.NASC Vocé tinha algum animal de estimacio (cachaorro, gato, passarinho, 1C N_E\O
coelho) em sua casa quando sua crianga nasceu?
20 5IM

CACHORRO/GATO
3 T SIM(QUTROS)

PET.ATUAL Vocé tem algum bicho de estimacdo na sua casa atualmente? 1C NAO

(cachorro, gato, passarinho, coelho)?
2C5IM
CACHORRO/GATO

3 T SIM(OUTROS)

OBJETOSPOEIRA Vocé tem na sua casa objetos que acumulam poeira tais 128IM 22 NAD
como: almofadas, carpete, cortinas e bichos de pelicia ?

BANHOQ,CASA Vocé tem banheiro com pia, chuveiro e vaso sanitario dentro de 12 8IM 22 NAD
casa?

COZINHA,INTERNA A cozinha da sua casa (ou o lugar onde a comida é 125 22 MAD
preparada) € dentro da casa?

VC,ESCOLARIDADE Marque qual o seu grau de escolaridade:
1Z Educacio basica, primaria ou nenhuma (8 anos ou menaos)
27 Educacio média ou secundariaincompleta (nove a 11 anos).

3Z Educacdo média ou secundariacompleta e nivel superior (doze ou mais anas)

ESCOLARIDADE.MAE Marque qual o grau de escolaridade da mae da crianga:
1= Educacdo basica, primaria ou nenhuma (8 anos ou menaos)
2~ Educacdo média ou secundariaincompleta (nove a 11 anos).

3~ Educacdo média ou secundaria completa e nivel superior (doze ou mais anos)
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37

38

39

40

41

42

43

44

45
46

47
48

49

ESCOLARIDADE.PAI Marque qual o grau de escolaridade do pai da crianga:
1= Educacio basica, primaria ou nenhuma (8 anos ou menos)
27 Educacio média ou secundariaincompleta (nove a 11 anos).

3= Educacao media ou secundariacompleta e nivel superior (doze ou mais anos)

LM.EXCLUSIVO Por quantos meses a mde deu somente leite do peito para esta
crianca (sem dar sucos, papinhas ou outro tipo de leite)?

RESFRIADOS1°* 12MESES Quantos resfriados (episodios de espirros, tosse e
secrecio nasal com ou sem febre) sua crianca no primeiro ano de vida?

ID,1°"RESFRIADO Com que idade sua crianca se resfriou pela primeira vez?

ALERGIAPELE.1°*12MESES Sua crianca tem outeve alguma alergia de pele
durante o primeiro ano de vida? (manchas vermelhas na pele com coceira, alergia
a fralda, alergia & picada de mosquito, comida, metais, etc.)

POLUICAO Vocé considera que o lugar onde vocé vive é um lugar com poluicio
atmosférica (fumaca de fabricas, alto trafego de veiculos, etc)?

MOFO Existe mofo (bolor) ou manchas de umidade em sua casa?

VACINAGAODIA Sua criangatem as vacinas em dia?

IRMAOS Quantos irmdos ou irmds sua crianca tem?

PESSOAS.CASA Quantas pessoas (adultos e criancas) vivem atualmente na sua
casa?

TRAB.MAE A mie da crianca tem atualmente um trabalho remunerado?

TRAB.PAI O pai dacrnancgatem atualmente um trabalho remunerado?

RENDA.FAM. Qual a renda atual da familia (em salarios minimos)?

Idade (meses):

Ne de episodios :

Idade (meses):

13 8IM 23 NAO

1INAC

20 SIM MUITO

30 SIM MODERADOQ

47 SIM POUCO

12 SIM
12 SIM
MNe:

NE:

12 SIM
12 SIM
M2 salarios:

2 0 NAD
2 0 NAD
2 0 NAD
2 0 NAD
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50 RACA Qual é araca da suacrianga?

51

52

53

CORT.ORAL Sua crianca recebeu tratamento com corticdides orais para
controlar as crises de chiado? (Predsim®, Prelone®. Decadron®)?

1= Branca

2~ Ndo branca
Megro

Mulato

parda

3 = Asiatica (japonés,
chinés)

4~ Indigena

1ZSIM 2= NAQ  3Z MAD SEI

VITD 2ANOS Sua crianga_recebeu suplementacfo de vitamina D até 2 anos de idade 1= SIM 22 MAD 32 NAD SEI

ADERA, AD-TIL, PROTOVIT.

VITD,ATUAL Sua crianca esta recebendo atualmente suplementacio de vitamina D
(ADERA, AD-TIL, PROTOVIT)

1=SIM 22 NAD 3T NAO SEI
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