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Resumo

Nassar Filho J. Dosagem de Oxido nitrico expirado pelas narinas de pacientes
com rinossinusite cronica. (Doutorado). Ribeirdo Preto: Universidade de S&o
Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeir&o Preto; 2018.

Introducdo: Vérias controvérsias e diversos questionamentos existem sobre a
fisiopatogenia e o melhor tratamento para a doenca Rinossinusite Cronica (RSC).
Alguns estudos apontam que a dosagem de Oxido Nitrico (ON) do ar expirado pelas
narinas pode contribuir no diagnéstico e seguimento desta afeccdo. Objetivos:
Determinar se h& diferenca na dosagem de ON expirado pelas narinas de pacientes
com RSC e individuos sem RSC e estabelecer correlacdo entre os achados clinicos,
exames complementares e a quantidade de ON encontrada nos pacientes.
Casuistica e Método: Estudo retrospectivo com 104 pacientes com RSC e 35
individuos sem RSC, atendidos no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo, entre os anos de 2013 e 2016.
Foram realizadas dosagens de ON do ar expirado pelas narinas dos pacientes e
controles. Posteriormente, realizou-se correlacdo entre os achados clinicos e
exames complementares dos pacientes e a quantidade de ON obtida. Resultados:
As dosagens de ON nos pacientes com RSC foram significativamente menores em
relacdo aos controles. Também se observou relacdo entre dosagem de ON e
intensidade de sintomas, queixas clinicas, achados endoscopicos e tomogréficos, e
0 numero de seios acometidos, quando realizada a cirurgia. Conclusao: Diante dos
resultados obtidos, 0 que mais chama atencdo é a possibilidade de avaliacdo dos
pacientes portadores de RSC com ou sem polipo nasal por um método aqui
padronizado, de facil manuseio pelos técnicos e pacientes, de baixo custo, nao
invasivo e que permite também comparar resultados antes e apos o tratamento.

Palavras-chave: Rinossinusite crénica. Oxido nitrico. Seios paranasais. Dosagem.
Expirado.
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Nassar Filho J. Dosage of nitric oxide expired by the nostrils of patients with
chronic rhinosinusitis. (Thesis). Ribeirdo Preto: Universidade de Sao Paulo,
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto; 2018.

Introduction: Chronic rhinosinusitis (CRS) is a disease of the upper respiratory tract
with great questions regarding its clinical management. Nitric Oxide (NO) dosing by
the air expiratory by the nostrils, can contribute to the diagnosis and follow-up of this
affection. Objectives: To determine if there is a difference in the NO expiratory dose
in the nostrils of people with CRS and people who do not have CRS, and to establish
a clinical correlation between the findings and the amount of NO found in the
patients. Casuistic and Method: Retrospective study conducted in 104 patients with
CRS and 35 individuals without CRS at Hospital of Clinics of Ribeirdo Preto Medical
School, University of Sdo Paulo. Between the years of 2013 and 2016. NO dosages
were performed by expiratory air from the nostrils of people with and without CRS,
and, later an analysis of the clinical findings of the patients with the amount of NO
obtained was performed. Results: The NO dosages of patients with CRS were
significantly lower in relation to those without CRS. We also found a relationship
between the NO dosage, and the intensity of the symptoms, clinical complaints,
endoscopic and tomographic findings, and the number of sinuses involved in the
surgery. Conclusions: In view of the results obtained, what is most striking is the
possibility of evaluating patients with CRS with or without PN, using a low-cost, non-
invasive method that is easy to handle by technicians and patients. before and after
treatment.

Keywords: Chronic rhinosinusitis. Nitric oxide. Sinuses. Dosage. Expiratory
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Presente no ar atmosférico, a molécula de 6xido nitrico (ON) também é
encontrada em diferentes pontos do organismo de mamiferos, e tal descoberta
desperta interesse de varias areas da biologia humana, com uma gama de
pesquisas sobre suas possiveis atuacdes, assim como O que 0 aumento e a
diminuicdo de suas concentragdes podem provocar no ser humano. Por ser uma
molécula extremamente labil, com meia vida de 0,1-5 segundos, e com a presenca
de outras moléculas do meio aéreo (Curran, 1996), o ON possui acdes diretas (em
outras moléculas) e indiretas, dependentes dos componentes dele derivados (van't
Hof et al., 2001; Costa; Franca; Silva, 2005).

Os componentes oxi-nitrogenados de importancia bioldégica sdo encontrados
em cinco estados de oxidacéo, representados por 13 moléculas diferentes, sendo o
ON o composto de maior importancia no aparelho respiratério. Alguns dos seus
metabdlitos, como o nitrito (NO?), produto da reacéo do NO com oxigénio molecular
(0%) em fase aquosa, o nitrato (NO®) e o tri 6xido de dinitrogénio (N?0O°%), sdo
formados em PH &cido a partir do nitrito; e o peroxinitrito (ONOQO) e o acido
peroxinitroso (OONOH) se formam a partir da reacdo com o radical superéxido (O%),
e sdo compostos que também exercem atividades biolégicas importantes nas vias
aéreas.

O ON é produzido a partir da acdo de trés formas conhecidas de enzimas,
gue catalisam a conversado do L-arginina (um aminoacido semi-essencial produzido
no organismo) em L-citrulina, pela oxidagdo do nitrogénio guanidinico da primeira
(Rosbe et al, 1996), utiizando tetra-hidrobiopterina  (BH?*), flavina-
adeninadinucleotideo (FAD) e flavina-mononucleotideo (FMN) como cofatores, além
do NADPH e O? como cossubstratos. O ON enddgeno é produzido por meio do
processo de oxidacdo e desaminacdo do aminod&cido L-arginina em citrulina e NO.
Tal processo é catalisado por um sistema de enzimas conhecida por 6xido nitrico
sintase (ONS) (Samb et al., 2001; Liu et al., 2005).

Segundo Moncada, Palmer e Higgs (1991) e Adrie et al. (2001), trés
isoformas de ONS sao descritas. Duas sdo constitutivas: a neuronal (ONSI ou
NONS) e a endotelial (ONSIII ou ONSE), encontradas ancoradas na membrana
plasmatica e que produzem ON em pequena quantidade, em ritmo fisioldgico, sendo

dependentes de calcio (Ca’™) e estimuladas via calmomodulina por bradicinina,
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acetilcolina, histamina, leucotrienos e fator ativador de plaquetas (PAF). A terceira
forma é a induzida (ONSII ou IONS), que age com independéncia da concentracao
de Ca'" intracelular, produzindo quantidade centenas de vezes maiores de ON e
com sua expressao ja identificada em macrofagos, linfécitos, neutrofilos e outras
células, sendo expressa no organismo mediante apropriada inducdo (citocinas
inflamatorias, endotoxinas e toxinas bacterianas) (Flora Filho; Zylberstein, 2000;
Ricciardolo et al., 2004).

NADPH NADPH
L-arginina------------------- N-hidroxi + L-arginina------------------- L-citrulina
Ca'™ 6éxido nitrico (NO 0?

O ON é um importante mensageiro intracelular nos mamiferos superiores,
servindo como mediador celular para varias funcbes como vasodilatacdo, efeitos
antivirais e bacteriostaticos e modulacao da atividade mucociliar (Rolla, et al., 2005;
Napolitano et al., 2007). A expressdo do ONS induzivel (ONS?) foi demonstrada in
vitro em diversas células (Kobzik et al., 1993; Forstermann; Kleinert, 1995; Furukawa
et al., 1996).

O ON esta presente no ar expirado pelos humanos (Gaston et al., 1994). Em
individuos saudaveis, o ON encontrado no ar expirado € derivado da via aérea
superior, com pequena contribuicao do trato respiratério inferior, podendo ser usado
como marcador de patologias do trato respiratério (Hariri et al., 2015). A substancia
do ON é originada do epitélio dos seios paranasais (SP) e produzido na cavidade
nasal e nos SP por eosinofilos e células do epitélio respiratério em resposta a
inflamacgéo (Arnal et al., 1999; Wang et al., 2017). O ON derivado dos SP caminha
para a cavidade nasal através dos seus o6stios (Thébaud et al., 1999; Yan et al.,
2017), contribuindo para aumentar o nivel do ON encontrado no ar expirado
(Lindberg; Cervin; Runer, 1997a). A poluicdo do ar atmosférico ndo aparenta induzir
as respostas inflamatérias em pacientes e, assim, aumentar o nivel de ON
(Steeremberg et al., 2003). Dessa forma, o ON pode ser utilizado para determinar ou
ndo a possibilidade de doencas no trato respiratorio (Heffler et al., 2012; Fowler et

al., 2013). A variacao da sua dosagem no ar expirado pode ser determinada em
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doencas respiratérias como asma, fibrose cistica, bronquiectasia, hipertenséo
pulmonar, doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), sindrome da angustia
respiratoria, doencas intersticiais, rinite alérgica e rinossinusites (Reis et al., 2010;
Torretta et al., 2010).

A rinossinusite crénica (RSC) € uma afeccdo do trato respiratorio
caracterizada como uma inflamag¢ao da mucosa nasosinusal que persiste por mais
de 12 semanas. Apresenta-se com obstrucdo e secrecdo nasal, hiposmia, tosse,
cacosmia, cefaleia, entre os principiais sintomas. Ao exame fisico sdo encontradas
hipertrofia de conchas nasais, deformidade septal associada, polipos nasais (PN),
degeneracgéo polipoide e secre¢ao nasal, como principais achados. Pode ser dividida
em duas formas: RSC com PN (RSCcPN) e sem PN (RSCsPN) (Lima et al., 2015). E
considerada doenca de saude publica nos EUA (Stevens et al., 2015). Devido o seu
impacto financeiro, pode atingir de 5 a 15% da populagdo geral (Bachert et al.,
2014). No Brasil, Pilan, Pina e Bezerra (2012) encontraram indice de 5,51% na
cidade de Sao Paulo. Com gastos de 22 milhdes de dolares, anualmente (Stevens et
al., 2015), a epidemiologia da RSC persiste especulativa, pois mesmo em consensos
europeus seus dados sao conflitantes devido a heterogénese da desordem e a
imprecisdo diagnostica (Folkens et al., 2012). Seu diagnéstico clinico é baseado em
sintomas, 0 que pode provocar uma super prevaléncia de casos. Em locais como o
Canada, ao ser questionado sobre patologia respiratdria por seis meses, caso 0
paciente responda afirmativamente, ja pode ser considerado como portador de RSC.
Sua prevaléncia aparenta aumentar com a idade e é mais encontrada em mulheres
(Folkens et al., 2012).

Podem ser considerados como fatores e/ou doencas que favorecam o
aparecimento da RSC: rinite alérgica, batimento ciliar prejudicado, asma,
sensibilidade a aspirina, fatores genéticos, imunossupressao, alteracdes anatbmicas
locais, biofilmes, iatrogenia, refluxo laringo-faringeo, entre outros. Sdo considerados
mecanismos de defesa da mucosa sinusal a mobilidade ciliar, 0 muco produzido nos
SP, a juncéao apical das células do epitélio respiratério e a presenca de determinada
guantidade de ON na cavidade nasal.

Exames como endoscopia nasal e tomografia computadorizada (TC) dos SP

podem auxiliar na determinacdo do diagnostico. Outras avaliagbes nasais como
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analise da funcdo mucociliar, permeabilidade das vias respiratérias, bidpsia e estudo
das células nasais, teste de olfato, proteina C reativa e dosagem de ON do ar
exalado das narinas podem ser realizadas.

O interesse pela técnica de medida do ON do ar exalado cresce por ser um
método seguro, simples e de baixo custo, podendo ser repetido varias vezes, pois
ndo influencia na funcao das vias aéreas. A medida do ON pode ser executada por
dois métodos: online e offline (Kharitonov; Barnes, 1997). Assim, a dosagem do ON
exalado pelas narinas pode ser Gtil para o diagnostico de inflamacéo da via aérea,
verificar a resposta ao tratamento proposto e monitorar pacientes (Donohue et al.,
2014; Duong-Quy et al., 2017, Liu et al., 2017). Sua analise quantitativa é realizada,
principalmente, pela medida de quimioluminescéncia (Yune et al., 2015).

Portanto, diante da importancia desse exame e da auséncia de técnicas que
possam ser utilizadas na prética clinica diaria, decidiu-se dosar o ON de pacientes

com RSC, padronizando, assim, um exame simples e de facil acesso.
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Apés a década de 1980, a molécula de ON comecou a ser alvo de diversos
estudos devido a sua producdo por células de varias espécies de mamiferos,
deixando de ser conhecida somente como poluente nocivo ao meio ambiente
(Corradi et al., 2003). A importancia do ON para o sistema cardiovascular recebeu o
prémio Nobel em 1998. Foi no final daguela década, com a identificacdo do ON
como responsavel pela atividade do entdo chamado fator de relaxamento derivado
do endotélio (EDRF) (Ignarro et al., 1987), que surgiram diversas pesquisas na area
biomédica; e com os resultados encontrados determinou-se a aclamac¢do do ON
como importante molécula nos véarios mecanismos fisioldgicos, vasculares,
neurolégicos e imunolégicos, e também como participante na patogénese de varias
morbidades dos diferentes sistemas do organismo. Na sepse, o0 ON se envolve na
génese da hipertensao arterial e nas alteracfes vasculares pulmonares (Stewart et
al., 1995). Na esclerose multipla, pode participar da lesdo a mielina (Mizutani; Layon,
1996). A reducédo da producao do ON pode alterar a fungcédo da malha trabecular em
diminuir a drenagem do humor aquoso no glaucoma de angulo aberto (Grierson,
1996).

Na enxaqueca parece estar envolvido em fenémenos vasomotores (Lassen et
al., 1997). Nos pacientes com hipertensdo arterial essencial, estudos sugerem
diminuicdo do relaxamento vascular dependente do endotélio, e a queda da
producdo de ON poderia colaborar para o aumento da pressao arterial (Moncada,
Higgs, 1993).

O ON esta presente no ar expirado pelos humanos (Gaston et al, 1994). Em
individuos saudaveis, o ON encontrado no ar expirado € derivado da via aérea
superior, com pequena contribuicdo do trato respiratério inferior. A substancia do ON
€ originada do epitélio dos SP. Derivado dos SP caminha para a cavidade nasal e
contribui para aumentar o nivel do ON encontrado no ar expirado (Lindberg; Cervin;
Runer, 1997a). Lundberg et al. (1995) concluiram que o ON é produzido por células
epiteliais dos SP e que estd presente no ar expirado em altas concentragdes.
Afirmaram, também, que ele é responsavel pela esterilidade dos SP e que sua
presenca melhora o batimento ciliar em individuos normais e apontaram para
aumento de ON em pacientes com doenca do trato respiratorio inferior e reducéo

dos seus valores ap0s o tratamento com esteroides. Segundo os autores, doencas
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do trato respiratorio podem ter valores diferentes, no que diz respeito a dosagem de
ON. Fibrose cistica, asma, sindrome de Kartagener, rinite alérgica e rinossinusites
apresentam valores distintos quando mensurada a dosagem de ON (Lundberg et
al.,1996a,b).

Lindberg, Cervin e Runer (1997a) confirmaram a presenca de ONS em
células epiteliais do seio maxilar e o seu envolvimento na manutencdo da
esterilidade dos SP. O montante de ON na cavidade nasal € determinado por: 1)
producdo das células ciliadas dos SP; 2) tamanho do ostio dos SP. Os autores
também constataram a acdo do ON na regulacdo da funcdo mucociliar nas vias
aéreas superiores. Estudos com a inducao do virus influenza em humanos, por meio
de gotas nasais, e posterior medida do ON exalado pelas narinas, demonstraram
sua participacdo em mecanismos de defesa da cavidade nasal (Murph et al., 1998).

Frieri (1998) descreveu a formagdo do ON, por meio das enzimas ONS,
detalhando suas trés formas de aparecimento. Afirmou ocorrer aumento do ON em
rinite alérgica e asma e que as citocinas e o ON sao importantes mediadores
inflamatorios do trato respiratorio. Mensuracdes realizadas do ar exalado pelas
narinas tém valores diferentes das medidas orais e até endotraqueais (Kawamoto et
al., 1998). O ON pode ser um mensageiro aéreo, por apresentar uma funcao dualista
nas vias aéreas (Djupesland et al., 1999). Apresenta valores elevados nos casos de
doencas inflamatérias como rinite alérgica e asma e diminuidos em outros como
fibrose cistica, discinesia ciliar, RSC e ap8s exposi¢do ao tabaco e alcool.

Por meio da inalacdo de ON é possivel tratar hipertensdo pulmonar em
criancas, e a dosagem do ar exalado pode ter utilidade para o controle desta terapia
(Thébaud et al., 1999). Hess et al. (2000) demonstraram a presenca de ON na
mucosa nasal e sua participacdo nos processos fisioldgicos e fisiopatolégicos da
cavidade nasal. Palm et al. (2000) exemplificaram tal afirmacé&o, demonstrando que
em pacientes com HIV (virus da imunodeficiéncia humana), o valor do ON esta 21%
mais baixo do que em individuos normais.

Até a década de 1980, eram usadas técnicas invasivas, como broncoscopia,
para coletas de amostras de ON com a finalidade de estudos complementares da
sua funcdo em doencas respiratorias. Desde entdo, surgiram técnicas para medidas
de ON por vérias formas (Silkoff et al., 1999):
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1- respiracéo oral-nasal;
2
3- aspiracao oral e nasal;
4

5- Insuflacéo de ON nas cavidades nasais.

fluxo fixo oral;

aspiracao de uma narina;

O ON sugere ser um regulador do fluxo sanguineo nasal e age no controle da
secrecdo de glandulas, liberacdo de neurotransmissores e no mecanismo de defesa
do trato aéreo superior (Kim et al., 1997). Thébaud et al. (1999) demonstraram
presenca de valores baixos de ON em pacientes com rinossinusites, PN e fibrose
cistica, e aumentados na rinite alérgica. Em individuos normais houve variacdo da
dosagem de ON em torno de 20 a 25% (Barthley et al., 1999; Nakano et al., 2000).
Westerveld et al. (2000) detectaram, em ratos, que o uso de descongestionantes
provoca inibicdo da inducdo enzimatica do ONS, o que pode ocasionar efeitos
inesperados na terapéutica da RSC. Schlosser et al. (2000) verificaram, em
mamiferos, a presenca de metabdlitos de ON, nitritos e nitratos em SP com
rinossinusite e que o ON pode, dependendo do nivel, exercer acdo de defesa da via
aérea superior.

O estudo de pacientes com SAOS (Sindrome da apneia obstrutiva do sono),
com a determinacdo de ON expirado das vias aéreas, apresentou reducdo dos
valores de ON em comparacdo com individuos normais (Osanai et al., 2000),
mostrando que a medida do ON pode ser Gtil em diagnose de doenca respiratoria.

A frequéncia de batimento ciliar em células da mucosa nasal de humanos foi
influenciada pela presenca de ON, segundo Wang F, Su e Wang L (2000), que
realizaram experimentos com L-arginina, precursor de ON, sugerindo que o ON
produzido no trato respiratério estimula a mobilidade ciliar das células epiteliais da
via aérea, auxiliando o transporte mucociliar. Tamaoki e et al. (2000) verificaram que
a diminuicdo de ON determinou a deficiéncia na depuracdo mucociliar por meio do
teste da sacarina.

Lefevere et al. (2000) realizaram a dosagem de ON por meio de testes de
quimioluminescéncia, com base em uma reacdo de ON com O3, resultando em

emissao de luz e subsequente medicao deste fendémeno.
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A depuracéo ciliar é responsavel pela higiene nasal; e a incapacidade de
manter a via aérea estéril provoca lesdes na mucosa que podem tornar-se crénicas.
Os trés principais transtornos da depuracdo mucociliar, que podem provocar esses
transtornos, sdo enumerados segundo Cole (2001):

1- ON baixo proporcionando discinesia ciliar primaria;
2- Toxinas levando a discinesia ciliar secundaria;

3- Anormalidades fisico-quimicas do muco.

Kharitonov e Barnes (1997) desenvolveram os primeiros estudos sobre uma
técnica ndo invasiva para analisar os marcadores inflamatérios pulmonares,
diretamente do ar expirado, em que a coleta do ar e sua posterior condensacgao
permitiram o estudo de moléculas volateis, particularmente do ON, que sao
provenientes de aerossois respiratorios.

Parikh et al. (2002) observaram a presenca de ONS em varios locais com
inflamacéo, inclusive em sitios alérgicos. O ON pode ser usado como marcador
diagnéstico ndo invasivo de doencas das vias aéreas, segundo Djupesland et al.
(2001). Andersson et al. (2002) afirmaram que o edema da mucosa do 4stio do SP
provoca pressado negativa na cavidade sinusal, com consequente diminuicdo de
oxigénio e hipodxia, que pode inibir a sintese de ON.

A espessura da mucosa nasal foi relacionada com asma juvenil e inflamacgéo
brénquica, segundo Brinke et al. (2002), e as dosagens de ON expirado pelas
narinas foram utilizadas para defender tal propdsito. Borrish (2002) utilizou critérios
clinicos e dosagem de ON para relacionar asma e RSC. O ON tem funcédo de defesa
e atua na mobilidade ciliar (Vural; Gungor, 2003). Daya et al. (2002) realizaram
mensuracdo de ON em criancas, de forma confortavel e reprodutivel, como método
aceitavel de diagnose.

Pacientes com RSC submetidos a cirurgia, que mantiveram o quadro clinico,
receberam tratamentos com baixas doses de Eritromicina e foram monitorados por
meio do teste da sacarina e dosagem de ON exalado pelas narinas (Cervin et al.,
2002). Durante o seguimento, esses pacientes apresentaram melhora clinica
associada com melhora também dos niveis de ON exalado e diminuicdo de achados

de RSC na endoscopia nasal e TC.
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Medidas de ON podem ser realizadas de forma online ou offline (Gungor;
Vural, 2002). O termo "online" refere-se a leitura de ON realizada pelo analisador,
gue ocorre exatamente no momento da coleta. JA& no modo "off line", o ON é
coletado através de um reservatorio com sistema de condensacéo, permitindo seu
armazenamento para posterior andlise (Corradi et al., 2003). Corradi et al. (2003),
OH, Miman e Duncavage (2004), assim como muitos pesquisadores, passaram a
usar essa metodologia para a coleta de biomarcadores biologicos do sistema
respiratorio.

A discinesia ciliar apresenta-se com dosagem de ON expirado reduzida
(Noone et al., 2004; Wodehouse et al., 2003). Cilios e microvilosidades do epitélio do
seio maxilar sdo sitios importantes na producdo de ON, pois pacientes com RSC
deste seio apresentam diminuicdo do ON expirado, gerando deficiéncia do
hospedeiro e consequente aumento do risco de infecgdes (Deja et al., 2003).

A dosagem de ON expirado pelas narinas pode ser utilizada,
experimentalmente, para averiguar a relacdo de eficacia de medicamentos e
respectivos tratamentos por Oztirk et al. (2003), que dosaram ON em coelhos com
rinossinusite aguda induzida antes e apos tratamento. As terapéuticas somente com
antibidticos e antibidticos associados a outros medicamentos foram mensuradas e
comparadas para analisar qual delas seria mais efetiva, por meio da medida do
aumento ou ndo da dosagem de ON.

A presenca de ruido respiratério ou zumbido quando se estd expirando,
resulta em aumento do valor de ON nasal, causado por rapida troca gasosa dos SP
e a cavidade nasal (Weitzberg; Lundberg, 2002; Maniscalco et al., 2003a). Tal
medida pode ser util para se estimar a ventilagdo dos seios e para diferenciar a
producdo de ON na vigéncia ou ndo da afeccdo. O nivel de ON & maior na
respiragdo com zumbido do que na respiracdo silenciosa (Maniscalco et al., 2003b;
Shustermann et al., 2007).

Segundo Sanders et al. (2004), viroses podem exacerbar os quadros de
asma, DPOC (doencga pulmonar obstrutiva cronica) e RSC. Os autores constataram
tal postulado em individuos infectados por rinovirus e acompanhando a

sintomatologia dos pacientes verificaram que o aumento do nivel de ON ocorre como
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parte da resposta, alegando que o ON exerce importante papel na depuracéo viral
do hospedeiro na infecgéo.

O ON também é produzido na mucosa nasal e nas conchas nasais (OH;
Miman; Duncavage, 2004) e € gerado pelo ONS do epitélio nasal (Lundberg, 2005).
Proud (2005) relatou que a infec¢do das células epiteliais das vias aéreas humanas
com rinovirus leva ao aumento da expressao da ONS, ocorrendo também aumento
do ON expirado. Afirmou, ainda, que o ON pode inibir a expressédo epitelial de
citocinas induzidas por rinovirus e de varias citocinas inflamatérias e pré-
inflamatérias. O autor observou a inibicdo da replicacdo viral e presenciou a
interacdo com sistema imunologico. Constatou que o aumento do ON expirado pelas
narinas determina a diminuicdo dos sintomas nasais.

O valor de ON se mostrou maior na rinite alérgica em comparacdo com a
rinite ndo alérgica (Maniscalco et al., 2004). Os pacientes submetidos a terapia, tanto
clinica como cirargica, no momento de recorréncia de RSC, apresentaram alteracdes
dos valores de ON (Ragab; Lund; Scadding, 2004).

O ON pode ser usado associado ao teste da sacarina para deteccdo de
discinesia ciliar primaria (Carlén, Stenram, 2005). Na RSC, Bernardes et al. (2004)
notaram a presenca de ON diminuido no ar expirado e também detectaram
alteracdes da amostra de eosinofilos nos tecidos nasossinusais avaliados.

Kharitonov, Walker e Barnes (2005) mediram o ON em 18 individuos nos
primeiros dias do surgimento de sintomas compativeis com infec¢bes das vias
aéreas superiores e trés semanas ap0s, quando ja havia ocorrido a remissao dos
sintomas. Os autores encontraram niveis baixos de ON expirado na fase sintomatica
e aumento dos mesmos na fase de recuperacdo, semelhantes aos de individuos
sadios, sugerindo alteracdo da producdo do ON durante infec¢des das vias aéreas e
recuperacao na sequéncia, provavelmente por inducéo rapida de sua sintese.

Daniel, Klug e Valerius (2005) desenvolveram um método aplicavel em
crianga, utilizando méscara facial, obtendo resultados de forma confortavel e
confiavel; e Al-Ayed, Withington e Davis (2005) encontraram producédo de ON em SP
de criangas.

A repeticdo de resultados pode ser obtida em pacientes fumantes e néo

fumantes com asma (Kharitinov; Walker; Barnes, 2005). O valor encontrado de ON
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nasal foi maior do que nas vias aéreas inferiores, sendo este valor potencializado
guando a medida foi realizada com a boca fechada por 10 segundos, ocorrendo a
mobilizacdo do ON dos seios para a cavidade nasal (Struben et al., 2005).

O acompanhamento do tratamento da RSC ¢é dificil, pois podem ser
necesséarios exames de TC (que devem ser evitados) para monitorar 0 paciente,
sendo observada, frequentemente, falha na terapéutica com e sem corticoide. A
medida de ON foi postulada por Ragab et al. (2006) para essas situacdes devido a
sua forma acessivel e menos invasiva.

A técnica de medida do ON condensado do ar exalado para correlagdo com
doencas respiratorias (Augusto, 2006) pode ser utilizada de forma confortavel e
segura na pratica de estudos dessas afeccoes.

A fibrose cistica foi investigada por Struben et al. (2007) e os valores de ON
mostraram-se reduzidos, mas Gabriele et al. (2007) ndo encontraram diferenca nos
valores de ON em lactentes durante a amamentac¢do. Hung et al. (2007) realizaram
avaliacdes em pacientes com rinite alérgica antes e apos terapéutica com loratadina,
montulecaste de sodio, budesonida e cromoglicato de sodio, observando reducédo
nos valores de ON somente nos pacientes submetidos a tratamento com budesonida
e montulecaste, indicando uma possivel forma de seguimento terapéutico da rinite
alérgica. Rolla et al. (2007) afirmaram gque a dosagem de ON estd em maior nivel na
rinite alérgica comparada com a rinite ndo alérgica.

A medida de ON expirado pode ser uma forma util de avaliacdo em criancas
com rinite alérgica (van Mastrigt; Gabriele; Jongste, 2007). O nivel de ON expirado
por pacientes com RSC apresentou melhora apés tratamento com antibiéticos
(Degano et al., 2005; Carraro et al., 2007; Lanz et al., 2007). Naraghi et al. (2007)
realizaram lavado dos seios maxilares por via endoscoépica de dois grupos de
pacientes, com e sem RSC. O resultado apontou que o grupo com RSC apresentou
valor menor de ON. A dosagem de ON pode avaliar a atividade mucociliar (Jiang;
Yang; Lin, 2007) e também monitorar a resposta do tratamento da RSC (Scadding,
2007; Shustermann et al., 2007). Yoshimura et al. (2010) avaliaram pacientes com
RSCcPN e verificaram que a dosagem de ON pode variar no PN.

Dweik et al. (2011) propuseram a dosagem de ON para diagnéstico de

inflamacdo das vias aéreas. Recomendaram o0 seu uso para determinagdo da
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probabilidade de resposta de esteroides em individuos com sintomas respiratérios
cronicos, possivelmente devido a inflamacgéo das vias aéreas.

Manuais de utilizacdo da dosagem de ON para diagnostico de determinadas
doencas foram elaborados (exemplos: casos de inflamacéo eosinofilica) para, assim,
poder monitorar a eosinofilia de pacientes com asma (Donohue et al., 2014).

A avaliagdo do ON na éarea da concha nasal inferior refletiu a inflamacéo
eosinofilica persistente, inferindo que pode ser usado como marcador valido para
estimar a gravidade da rinite alérgica (Takeno et al.,, 2014). Dweik et al. (2011)
relataram a necessidade de padronizacdo e quantificagdo de ON para o
monitoramento do paciente. Assim, seria possivel usar tais valores para dosar a
medicacédo prescrita, a aderéncia ao tratamento e auxiliar no diagnéstico da doenca.
Malinovschi et al. (2015) discutiram a possibilidade da utilizacdo do ON expirado
para avaliar a evolug&o no tratamento de asma.

O ON ¢é liberado de forma enddgena nas vias aéreas e sua concentracdo
fracionada na respiracdo expirada é agora reconhecida como um marcador
substituto da inflamacédo da via aérea, podendo ser medida por uma técnica néo
invasiva, adequada para criancas (Kim et al., 2016). Em resultados obtidos por
Wang et al. (2017), as medidas de ON podem ser usadas clinicamente para a
avaliacao pré e pos-tratamento de rinite alérgica.

Os estudos com o0s receptores de gosto amargo (T2R) demonstraram,
recentemente, contribuir para a imunidade nasal. A presenca de T2R e T2R38 regula
a defesa da mucosa contra organismos gram-negativos, por meio do estimulo da
producdo de ON, o que aumenta a depuracdo mucociliar, atuando diretamente sobre
as bactérias. Para determinar se os T2R adicionais contribuem para essa defesa
inata, Yan et al. (2017) avaliaram duas outras T2Rs nasosinusais (T2R4 e T2R16)

para medir a producéo e expressao de ON na cavidade nasosinusal humana.



3. Objetivos
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Foram objetivos deste estudo:

Padronizar a técnica para dosagem de NO expirado pelas narinas e
verificar sua viabilidade na conducédo dos pacientes com RSC.

Avaliar a presenca de ON do ar expirado em pacientes com RSC e
comparar com os valores de ON expirado em individuos sem RSC.

Relacionar a quantidade de ON expirado pelas narinas dos pacientes
com RSC com a intensidade da sintomatologia, comorbidades e também

com o0s achados do exame fisico.

Tracar um paralelo entre o valor encontrado de ON nos portadores de
RSC com os achados endoscopicos, tomograficos e cirlrgicos desses

pacientes.



4. Casuistica e Métodos
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4.1 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(HCFMRP-USP), Processo n°® 1139\2013 (Anexo A)

Os pacientes foram convidados a participar do estudo e devidamente
esclarecidos sobre os objetivos e os procedimentos a serem realizados, sendo
incluidos os que aceitaram participar da pesquisa e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCL) (Anexo B).

4.2 Casuistica

Este estudo foi realizado entre os anos de 2013 e 2015 com pacientes
atendidos no Ambulatério de Rinologia do HCFRMP-USP.

Foram selecionados pacientes que apresentassem sintomas clinicos de RSC
como obstrucdo nasal, secrecdo nasal ou pds-nasal, hiposmia, cacosmia, dor facial
por mais de 12 semanas, associada com exame fisico, endoscopia nasal e TC dos
SP, pertinentes aos achados de RSC, independentemente da idade, segundo os
critérios do EPOS 2012. Apo6s diagnéstico clinico e confirmacdo por meio de
endoscopia nasal e TC, os pacientes com RSC eram submetidos a coleta do ar
expirado. Estas amostras eram coletadas e encaminhadas para o Laboratério de
Hepatologia do Departamento de Cirurgia da FMRP-USP.

4.3 Sujeitos

Foram selecionados 104 pacientes do Ambulatério de Rinologia com
diagnéstico de RSC confirmado, adultos de ambos os sexos, com idade minima de
18 anos. Todos foram submetidos a cirurgia endoscopica dos SP por nao
apresentarem melhora no tratamento clinico a base de antibiéticos, anti-histaminicos
e corticoides topicos e sistémicos. Os achados de comprometimento nasosinusal
durante a cirurgia foram utilizados para correlacdo com os valores de ON obtidos

antes da cirurgia. O grupo controle foi composto por 35 individuos sem qualquer
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doenca nasal ou respiratéria no momento da obtencdo do material apés anamnese e
endoscopia nasal: individuos adultos, de ambos os sexos, com idade minima de 18

anos, que concordaram em assinar o TCL.

4.4 Critérios de excluséo

Foram excluidos, tanto do grupo controle quanto do grupo de pacientes com

RSC, de forma a tornar mais equanime a selecao desta amostra:

1-Pacientes tabagistas ou que abandonaram o tabagismo h& menos de

24 meses;

2- Com cirurgia nasosinusal prévia;

3-Pacientes que utilizaram vaso constritor nasal nos ultimos 10 dias;

4-InfeccBes das vias aéreas nos ultimos 15 dias;

5- Uso de antibitticos sistémicos nos ultimos 30 dias.

4.5 Confeccédo do material

Foi selecionado um recipiente (caixa de isopor) com medidas de 26
centimetros de comprimento e 16,5 centimetros de largura. Confeccionou-se um
dispositivo que consistia de uma extensao plastica transparente e atéxica usada em
circulacdo extracorpérea (marca Edwards 3|8 x 1|16) com 35 centimetros de
comprimento e 0,5 centimetros de espessura, com tubo de Eppendorf afixado na sua
porcdo final (tubo plastico com capacidade para 1,5 ml) e na sua por¢ao inicial e

olivas de rinomanometria para adaptacao nas narinas (Figura 1).
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Figura 1 - Caixa de isopor com os dispositivos de extenséo plasticos

Foram confeccionados dois dispositivos (um para cada narina) para coleta
simultdnea do material de cada narina. Apos a acomodacédo do individuo em local
silencioso, os dispositivos foram colocados na caixa de isopor, que continha no seu
interior gelo picado com sal grosso (proporcdo de seis partes de gelo para trés
partes de sal grosso), em temperatura de -10C (aferida com termdmetro digital
marca Minipa modelo MV 363m a prova de agua, que mede temperatura de -20 a
200°C), para condensacdo do ar exalado. Apdés a coleta, as amostras foram

armazenadas a -70°C para que 0s aerossois precipitassem (Figuras 2 a 5).
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Figura 2 - Caixa de isopor com gelo e sal grosso com termémetro

Figura 3 - Coleta do material e posicionamento das olivas nas narinas
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Figura 4 - Coleta do ar expirado pelas narinas

Figura 5 - Presenca do ar precipitado
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A desinfeccdo dos dispositivos e seus reservatorios foi realizada lavando-os

com agua e detergente liquido Extran neutro, como rotina do ambulatério.

4.6 Coleta do material

Os participantes do estudo foram orientados a manter padrédo respiratério
tranquilo durante todo o teste, a boca aberta e expirar somente pelo nariz,
permanecendo com olivas de rinomanometria no vestibulo nasal para coletar o ar
expirado pelas narinas (Figuras 3 a 5). O tempo de coleta foi de 10 minutos. O uso
de grampos nasais, manobras de espirometria e esfor¢o inspiratério ndo afetam o
valor da medida do ON exalado (Tee; Hui, 2005).

4.7 Medidas do ON expirado

As amostras contendo ON expirado foram armazenadas a -70 C para que 0s
aerossois precipitassem e analisadas por meio da reacdo de quimiluminescéncia
ON\ozonio, de acordo com as normas de estudos anteriores (Qian et al., 1999; Giner
Mufioz, 2000; Djupesland; Quian; Haight, 2001; Maniscalco et al., 2004; Yune et al.,
2015). A concentracao foi medida utilizando-se 15 pl do ar expirado, que foi injetado
em uma camara de reacdo contendo um agente redutor. Tal técnica consiste numa
reacdo contendo um agente redutor (0,8% de cloreto de vanadio em 1N de HCI) a
95°C, que converte o nitrito em ON, em gquantidades equimolares. O ON ¢é dragado,
utilizando-se gas nitrogénio para a camara de guimiluminescéncia do equipamento
Sievers NO analizer (Sievers 280i NOA Sievers, Boulder, CO, EUA). A deteccéo do
ON decorre de sua reagcdo com o ozonio, emitindo luz vermelha (NO+03---NO2+0z?;
NO2---NO2+hv). O foton emitido pela reacdo € detectado e convertido em sinal
elétrico. A corrente gerada é convertida por um conversor analégico-digital e
analisada em um computador. A area sob a curva gerada pela corrente elétrica
corresponde a concentragdo de ON da amostra. A concentracdo de nitrato €
calculada por comparacdo com uma curva padrdo, usando concentracdes
conhecidas no intervalo de 100 a 1 uM de nitrato de sédio. O ON dosado no ar

expirado pelas narinas teve sua unidade descrita em pMolar.
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As andlises quantitativas do material podem ser realizadas de forma imediata,
online, ou apds armazenamento, desligado, offline, sem apresentar diferencas

(Gungor; Vural, 2002). No presente estudo, a medida foi obtida pelo método offline.

4.8 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por Anova, correlacdo de Pearson e teste t
de Student.



5. Resultados
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Foram avaliados 104 pacientes com RSC e 35 individuos normais. Os valores
das dosagens obtidas foram analisados e comparados. Os valores de ON expirado
pelas duas narinas dos pacientes (direita e esquerda) foram utilizados para o célculo
da média entre as narinas de cada paciente. Adotou-se como nivel de significancia
p<0,05 em todas as analises e comparados os dados obtidos entre os dois grupos.

Para a variadvel idade, verificou-se diferenca significativa no grupo de
pacientes com RSC, com valores significativamente superiores em relagcdo ao grupo
controle. O grupo com RSC apresentou média de idade maior que o grupo controle
(Tabela 1).

Tabela 1 - Idade: teste t para amostras independentes

Grupo N Média Desvio Padrao
Normal 35 40,86 11,133
Idade Paciente 104 47,64 14,826
t=2,48; p=0,01*

N&o houve diferenca significativa entre os dois grupos em relacdo ao sexo

(Tabela 2). Na Tabela 3 estédo descritas as dosagens de ON entre 0s dois grupos.

Tabela 2 - Sexo: teste do X?

Grupo SEXO Total
Fem. Masc.
Normal 20 (57,1%) 15 (42,9%) 35 (100%)
Paciente 60 (57,7%) 44 (42,3%) 104 (100%)
Total 80 (57,6%) 59 (42,4%) 139 (100%)

X“=0,01; p=0,96.
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Tabela 3. Dosagem de ON: teste t para amostras independentes

Grupo N Média Desvio Padréo
Normal 35 18,2357 351635
Dosagem Paciente 104 7,4770 2,68441

t=18,90; p<0,001*

Observou-se diferenca significativa no grupo de pacientes, com valores

significativamente inferiores de ON em relac&o ao grupo controle (Figura 6).

Figura 6 - Representacao grafica dos valores de ON exalado entre os dois grupos,
pacientes e controles
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Em seguida, foram realizados, também, cruzamentos no grupo de pacientes,
estabelecendo relacdo das variaveis estudadas com a dosagem de ON obtida
(Tabela 4).



Resultados | 45

Tabela 4 - Idade: coeficiente de correlacdo de Pearson

Dosagem
Correlacdo de Person -,161
Idade p ,102
N 104

r=-0,16. Correlagéo néo significativa (p=0,10)

Avaliando-se a idade dos pacientes, verificou-se correlacdo nao significativa

(p=0,10) com a dosagem de ON. Também nao houve diferenca significativa na

variavel sexo (Tabela 5).

Tabela 5 - Sexo: teste t para amostras independentes

SEXO N Média

Fem. 60 7,6374

Dosagem Masc. 44 7,2583
t=0,71; p=0,48

Quanto as queixas dos pacientes e a dosagem de ON, todos apresentavam

queixa de obstrucdo nasal. Os demais sintomas referidos e avaliados foram:

secrecdo nasal, hiposmia, cacosmia e cefaleia. Observou-se apenas leve tendéncia

em relacdo a hiposmia (Tabela 6).

Tabela 6 - Correlagdo dos sintomas x dosagem ON

Sintomas Dosagem N Média Desvio Padréo
0 16 7,8822 2,55369
Secrecao Nasal
1 88 7,4034 2,71501
_ ) 0 45 8,0143 2,66689
Hiposmia
1 59 7,0672 2,647
) 0 64 7,6895 2,60163
Cacosmia
1 40 7,137 2,81158
. 0 76 7,517 2,7927
Cefaleia
1 28 7,3686 2,41013
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Realizou-se, ainda, correlacdo com todos os sintomas e a dosagem de ON,
para verificar se quanto maior o numero de queixas dos pacientes, menor seria a
dosagem do mesmo. Foi possivel constatar que houve correlacdo significativa
(p=0,04) negativa (r= -0,21) de baixa intensidade da dosagem com sintomas, ou
seja, quanto maior o numero de sintomas menor a dosagem de ON encontrada
(Tabela 7).

Tabela 7- Dosagem de ON x sintomas (Coeficiente de correlacéo de Pearson)

Dosagem
Correlagdo de Person -,205
Sintomas p ,037
N 104

Avaliou-se a correlacdo entre a presenca ou nao de comorbidade e, caso

apresentasse comorbidade, a correlacdo com a dosagem de ON (Tabela 8).

Tabela 8 - Comorbidades x dosagem de ON

Comorbidades Dosagem N Média Desvio Padréao
0 52 7,2554 2,567

Sem Comorbidade

1 52 7,6987 2,80424
) _ 0 83 7,5161 2,69121
Hipertensédo Arterial
1 21 7,3224 2,71756
0 92 7,4973 2,68308
Diabetes Mellitus
1 12 7,3213 2,809
0 75 7,6935 2,71951
Asma
1 29 6,9172 2,55189
o ) 0 98 7,4859 2,65854
Rinite Alérgica
1 6 7,3325 3,36185
0 94 7,5309 2,75709
Intolerancia ao AAS
1 10 6,9705 1,89866
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N&o foi encontrada correlagdo entre um tipo especifico de comorbidade e a
dosagem de ON. Avaliou-se, também, se havia correlacdo entre o numero de
comorbidades e a dosagem de ON, porém nao se observou correlacao significativa

entre a dosagem de ON e a presenca de mais de uma comorbidade (Tabela 9).

Tabela 9 - Dosagem de ON x comorbidades

Dosagem
Correlacdo de Pearson -,112
Comorbidade p 256
N 104

A dosagem de ON exalado e os achados de exame fisico foram analisados
estatisticamente, com resultados significativos somente quando 0s pacientes

apresentaram polipos e secrecdo nasal (Tabela 10).

Tabela 10 - Correlacdo entre achados de exame fisico x dosagem de ON

Achados no exame fisico Dosagem N Média Desvio Padrdo
0 27 7,9122 3,09505
Hipertrofia de Conchas Nasais inferiores 1 77 7.3244 2,52944
0 44 7,2565 2,79262
Deformidade Septal 1 60 7,6388 2,61407
0 56 8,0791 2,63733
Pdlipo 1 48 6,7746 2,59167
0 30 8,8257 2,64084
Secrecao Nasal 1 74 6,9303 2,51922

t=1,96; p=0,05*
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Os pacientes com PN apresentaram valores significativamente inferiores de
ON, quando relacionados aos demais pacientes sem PN com diferenga significativa
(Figura 7).

Figura 7 - Representacéo grafica da dosagem de ON x pdlipos
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Observou-se, também, diferenca significativa nos pacientes com secrecao
nasal, sendo que os mesmos apresentaram valores significativamente inferiores de
ON, quando comparados aos demais pacientes sem secrecdo nasal. Analisou-se,
estatisticamente, a correlacdo entre os achados do exame fisico e a dosagem de
ON, e o resultado evidenciou correlacdo significativa (p<0,001) negativa
(r= -0,34) de intensidade regular da dosagem com o exame fisico, ou seja, quanto

piores os achados do exame fisico menor a dosagem de ON (Tabela 11).



Resultados | 49

Tabela 11- Dosagem de ON x achados de exame fisico

Dosagem
Correlacdo de Pearson -,343
Exame fisico p 000
N 104

As avaliagdes com TC e endoscopia nasal foram quantificadas em escores
(Lund-Mackay para TC e Lund-Kennedy para endoscopia nasal) e correlacionadas

com a dosagem de ON (Tabela 12).

Tabela 12 - Lund-Mackay e Lund-Kennedy. (Coeficiente de correlacdo de Pearson)

Dosagem
Lund-Mackay Correlacdo de Pearson -,664"
P ,000
N 104
Lund-Kennedy Correlacdo de Pearson -,660"
P ,000
N 104

A correlacéo foi significativa no nivel de 0,01

Constatou-se que ambas as escalas tiveram correlagdo negativa com a
dosagem, ou seja, conforme os valores de dosagem de ON expirado pelas narinas

diminuiam os das escalas aumentavam (Figuras 8 e 9).
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Figura 8 - Representacédo grafica da dosagem de ON x escala Lund-Mackay
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Figura 9 - Representacédo grafica da dosagem de ON x escala Lund-Kennedy
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Como todos os pacientes do estudo foram submetidos a cirurgia nasosinusal,
correlacionou-se o0 numero de seios comprometidos com a dosagem de ON (Tabela
13).

Tabela 13 - Numero de seios comprometidos x dosagem de ON. (Andlise de Variancia -

ANOVA)

Seios N Média Desvio Padréo
1,00 12 11,2383 ,95097
2,00 23 8,7622 2,13508
3,00 34 7,2881 2,11495
4,00 35 5,5264 2,04537
Total 104 7,4770 2,68441

F (3;100) = 28,51; p<0,001.
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Os resultados demonstraram diferenca significativa, pois quanto maior o
namero de SP comprometidos por RSC, comprovado no momento cirdrgico, menor a
dosagem de ON obtida antes da cirurgia (Figura 10). Para detectar onde ocorrem as
diferencas, aplicou-se o teste pds-hoc de Bonferroni.

1X2 p = 0,005*

1X3 p < 0,001*

1X4 p < 0,001*

2X3 p = 0,05*
2X4 p < 0,001*
3X4 p = 0,002

Figura 10 - Representacao grafica da dosagem de ON x numero de seios comprometidos
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Calculou-se, ainda, o coeficiente de correlagéo de Pearson (Tabela 14).

Tabela 14 - Coeficiente de correlacéo de Pearson

Dosagem
Correlacdo de Pearson -,675"
Seios p ,000
N 104

A correlacéo foi significativa no nivel de 0,01

Constatou-se correlacdo negativa (r= -0,68) e significativa (p<0,001) com a
dosagem de ON expirado pelas narinas antes da cirurgia, ou seja, quanto menores

os valores de dosagem de ON maior o numero de seios afetados (Figura 11).

Figura 11 - Representacao gréafica da dosagem de ON x seios afetados
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A avaliacdo do ON expirado pelas narinas tem amplo papel no diagnéstico de
doencas respiratorias (agudas e cronicas), e isto pode abreviar o diagndstico e
tratamento dessas afeccdes (Taylor et al., 2006).

Individuos comprometidos com RSC com e sem PN e fibrose cistica
apresentam dosagem de ON reduzida, devido a inibicdo da liberacdo do ON
produzido nos SP (Horvéath et al., 2003; Lee et al., 2012), ou quando a inducéo de
ONS é reduzida no epitélio respiratério (Wang et al., 2017).

O ON é produzido nos SP por consequéncia de estimulos inflamatérios.
Dessa forma, pacientes com rinite alérgica apresentam aumento do nivel de ON
(portadores de rinite alérgica quando tratados com anti-histaminicos tém reduzida a
sua dosagem de ON) (Hung et al., 2007; Kalpaklioglu; Kalkan, 2012), pois segundo
Frieri (1998) e Duong-Quy et al. (2017), em pacientes com mucosa hasosinusal sem
doenca, o estimulo inflamatério causado pela rinite alérgica provoca aumento da
producdo de ON pela mucosa dos seios. J& na RSC, a mucosa doente ndo tem
capacidade para produzir o volume adequado de ON, ocasionado reducédo da sua
concentracao.

A discinesia ciliar provoca alteragéo no batimento ciliar e, consequentemente,
menor produc@o de ON. Assim, a técnica de dosagem do ar exalado das vias aéreas
pode ser empregada junto com outros exames, no diagnostico desta enfermidade.

Pode-se utilizar o valor de ON exalado para analise de doencas do trato
superior e inferior (Yoshinami et al., 2012). A maior producdo do ON ocorre na
mucosa dos SP e em menor quantidade nas vias respiratorias inferiores (Lundberg,
1996). O ON também exerce fungéo protetora antibacteriana, como se pode verificar
pela presenca de Staphylococcus aureus na mucosa da via aérea superior (Carey et
al., 2015), e ainda pode atuar contra o biofilme de bactérias (Sulemankhila et al.,
2012).

Também se verificou reducdo do nivel de ON em individuos que utilizam
descongestionantes nasais, pois 0 uso deste farmaco provoca aumento do volume
da cavidade nasal, e também ocasiona a reducao do fluxo sanguineo na mucosa
dos SP, com menor producdo de ON. Portanto, o ON atuaria como regulador do
volume da cavidade nasal por dilatagdo venosa da mucosa nasal (Massanobu et al.,

2002). Ap6s uso de adrenalina, Landis et al. (2003) observaram diminuicdo da



Discussdo | 56

dosagem do ON exalado pelas narinas, sendo que o0 uso cronico desses
medicamentos pode atuar de forma nociva a integridade das defesas da mucosa
representadas pelo ON.

Portanto, de posse dessas informacdes, inferiu-se que obtendo um método
seguro, confortdvel, com baixo custo e principalmente eficaz, seria possivel
contribuir para a elucidacdo, o manejo e progndstico de pacientes com RSC na
atuacao clinica.

De acordo com Robbins et al. (1996), podem ser utilizadas trés técnicas de
coleta de ON. A primeira técnica, coletar da boca do paciente diretamente para um
analisador. A segunda forma de aquisicdo de ON pode ser por coleta de material da
boca em um recipiente, ou ainda a terceira forma através da cavidade nasal com o
ar exalado em tubo ou reservatério (Ependorf) para ser armazenado em temperatura
adequada e, posteriormente, analisado. Os autores ndo detectaram diferencas entre
as dosagens pelas trés técnicas de medidas. Neste estudo optou-se pela técnica de
coleta pelas narinas, com o paciente respirando pela boca e o material coletado e
armazenado em temperaturas apropriadas para posterior analise em
quimioluminescéncia.

Para se obter uma medida nasal sem influéncia das vias aéreas inferiores,
deve-se solicitar o fechamento do palato mole por meio de um mecanismo de
contrapressao (Kharitonov; Barnes, 1997; Tsujino et al., 1999). No presente estudo,
a técnica padronizada com inspiracdo oral e expiracdo nasal com leve esforco,
permitiu alcangar bons resultados. Foram obtidas amostras do ON expirado pelas
narinas dos pacientes com RSC, por um método de coleta confortavel, seguro,
ergondmico, de baixo custo, utilizando equipamento de facil aquisicdo e facil
manuseio pelos técnicos. Silkoff et al. (1999) apresentaram cinco técnicas de
medidas de dosagem de ON, todas com excelente reprodutibilidade e aceitagao,
demonstrando valores semelhantes aos obtidos pela técnica utilizada neste estudo.

Em relacdo a idade da presente amostra, a média foi de 47 anos. Nos
individuos sem RSC, a idade média foi de 40 a 86 anos, indicando média superior
do grupo de pacientes. Nao foram encontrados estudos na literatura que discutam
sobre a menor ou maior producéo de ON exalado pelas narinas, de acordo com o

avancar da idade.
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N&o foi encontrada diferenca significativa em relacdo ao sexo, embora o
namero de pacientes do sexo feminino da amostra fosse ligeiramente maior, de
acordo com a literatura.

As dosagens de ON obtidas nos dois grupos mostrou diferenca estatistica
significativa, pois o grupo com RSC apresentou niveis menores de ON expirado
pelas narinas quando comparados com o grupo controle, evidenciando que a
diferenca na dosagem é real e que a doenca cronica influencia o funcionamento da
mucosa sinusal, diminuindo a producédo de ON. A obstrucdo dos 0Ostios na doenca
cronica ndo sinusal também acarreta menor liberacdo de ON no seu sitio de
producdo e consequente reducédo do ON expirado dosado nos pacientes. Taylor et
al. (2006) demonstraram que pacientes com RSC apresentaram valores reduzidos
de ON e utilizaram tais dados como forma de analisar a terapéutica empregada. Fu
et al. (2017) aplicaram a técnica de medida de ON expirado pelas narinas para
diagndstico em doenca nasosinusal unilateral, cujos resultados indicaram correlagao
entre a dosagem de ON (reduzida do lado doente), quando comparada com a
dosagem do lado sem doenca.

Foram realizados testes estatisticos com o0s sintomas prioritariamente
referidos pelos pacientes. Tentou-se estabelecer relagdes isoladas entre os sintomas
relatados pelos pacientes e a dosagem de ON. A obstrucéo nasal foi o sintoma mais
comum das doencas do trato respiratério superior, e na RSC foi 0 mais evidente
(Krouse et al., 2010). Este sintoma foi observado em todos os pacientes do grupo
com RSC da amostra, indicando que tal incobmodo obriga o paciente a procurar
auxilio médico para tratamento. Por ser a queixa presente em todos 0s pacientes da
amostra, sua presenca foi utilizada somente para a correlacédo entre a quantidade de
sintomas e a dosagem de ON.

A comparacdo entre os demais sintomas como secreg¢ao nasal, cacosmia e
cefaleia ndo gerou diferenca estatistica significativa em relacdo a dosagem de ON
expirado. Porém, a queixa de hiposmia trouxe tendéncia estatistica em relacdo a
dosagem de ON expirado, ou seja, quanto mais importante a queixa de hiposmia
menor o valor de ON expirado. Nao foram encontrados estudos que comparassem a
menor ou maior dosagem de ON com a intensidade sintomatolégica para serem

discutidos com os achados do presente estudo.



Discussdo | 58

Quando realizada a analise dos sintomas em conjunto, verificou-se correlagdo
significativa, embora de forma ténue, entre o maior numero de sintomas relatados e
a dosagem de ON reduzida. Este parametro estatistico induz a pensar que quanto
mais intensa a sintomatologia menor sera o valor detectado de ON expirado pelas
narinas de pacientes com RSC.

Também foi realizada comparacéo entre as comorbidades ou sua auséncia e
a dosagem de ON. Tanto os pacientes sem comorbidades como aqueles com
comorbidades (hipertensdo arterial, diabetes mellitus, asma, rinite alérgica,
intolerancia ao Acido Acetil Salisilico - AAS) ndo apresentaram relacdes
significativas quando analisadas isoladamente. Parikh et al. (2002) encontraram
relacdo entre a dosagem de ON reduzida em pacientes com RSC e intolerancia ao
AAS. Carraro et al. (2007) afirmaram que os valores de ON estdo em nivel maior
quando os pacientes com asma estdo assintomaticos. Delclaux et al. (2008)
descreveram que, independentemente da presenca de asma, os valores de ON
evidenciam aumento do seu nivel no ar expirado pelas narinas, quando estes
pacientes sdo submetidos ao tratamennto da RSC. Heffler et al. (2012)
correlacionaram os valores de ON entre RSC e asma. Uma explicacdo para essa
diferenca de resultados poderia ser o tamanho da amostra.

A auséncia de relacao estatistica também foi notada entre a dosagem de ON
e a soma de comorbidades. Quando tentou-se realizar a correlacdo de dosagens
menores de ON com a presenca de mais de uma comorbidade também n&o se
obteve diferenca estatistica.

O exame fisico foi outro parametro estudado, sendo encontrada relacdo
significativa entre a presenca de PN e secrecdo nasal com a dosagem de ON, pois
quando presentes o nivel de ON encontrado era menor. O mesmo fato estatistico
nao se repetiu quando analisadas a deformidade septal e hipertrofia de conchas
nasais, sugerindo que a secrecao nasal e a presenca de PN possam ocasionar um
grau de comprometimento pior para a producao e/ou liberagdo do ON.

Ao se tentar estabelecer correlacdo estatistica entre a dosagem de ON
expirado pelas narinas de pacientes com RSC e os achados multiplos no exame
fisico notou-se que esta foi negativa, indicando que o menor nivel de ON expirado

esta associado as varias alteragfes no exame fisico desses pacientes.
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A dosagem de ON expirado pelas narinas pode ser realizada com o proposito
de avaliar a terapéutica do tratamento de RSC em criancas e adultos (Baraldi et al.,
1997), devido a facilidade de obtencdo das amostras em relacdo aos demais
exames como a endoscopia hasal e a TC. Para alguns autores, a diminuicdo da
dosagem do ON coincidiu com os exames tomograficos que apresentaram maior
nimero de SP comprometidos (Dabholkar et al., 2014; Fu et al., 2017). E possivel
estabelecer relacdo entre achados endoscopicos, TC e a dosagem de ON, para
indicar qual poderia ser a melhor alternativa terapéutica segundo Delclaux et al.
(2008).

Os exames endoscoépicos e a TC dos pacientes foram analisados utilizando-
se os escores de Lund-Mackay (Hopkins et al., 2007) para TC e Lund-Kennedy para
endoscopia nasal, para cada paciente. Os achados comprovaram gue quanto maior
0 escore, tanto na TC quanto na endoscopia nasal, menor o nivel de ON, mostrando
relacdo estatistica significativa e corroborando com o uso desses exames no auxilio
do manejo desses pacientes. A mesma relacdo estatistica foi mostrada por
Dabholkar et al. (2014), que relataram que quanto maior o0 escore obtido na TC
menor o valor de ON expirado pelas narinas dos pacientes com RSC. Com recursos
escassos e dificuldade para realizagdo desses exames (endoscopia e TC), a
dosagem de ON no ar expirado pelas narinas pode significar menor custo e boa
eficiéncia para checar a resposta terapéutica.

Pacientes submetidos a tratamento cirdrgico apresentam dosagem de ON
aumentada apdés a cirurgia e tal achado tem relacdo com a melhora da qualidade de
vida desses individuos (Fu et al., 2015). A melhora do padrdo de vida também foi
verificada quando ocorreu melhora do escore da endoscopia apds a cirurgia,
associado ao aumento do nivel de ON exalado (Lee et al., 2015).

Todos os pacientes do presente estudo foram submetidos a cirurgia
endoscopica nasal e os achados de comprometimento dos seios foram avaliados e
comparados com as dosagens de ON expirado pelas narinas, antes do
procedimento cirargico.

Os achados cirargicos foram descritos como comprometimento dos seios em
pares (1, 2, 3 e 4), para cada paciente, e os valores de ON obtidos antes do

procedimento foram avaliados estatisticamente para tentar se estabelecer a
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correlacdo. Os dados obtidos apdés a realizacdo dos testes estatisticos
demonstraram relacdo significativa entre o maior ndmero de seios da face
comprometidos e os valores ON encontrados antes da cirurgia endoscopica nasal,
indicando que quanto maior a extensdo da RSC pior sera a dosagem de ON, fato
estatistico também analisado e confirmado por Fu et al. (2015).

Diante dos resultados obtidos, o que mais chama atencdo € a possibilidade
de avaliacdo dos pacientes portadores de RSC com ou sem PN por um método aqui
padronizado, de facil manuseio pelos técnicos e pelos pacientes, de baixo custo, ndo

invasivo e que permite também comparar resultados antes e apG@s a cirurgia.



7. Conclusoes




Conclusbes | 62

1. Padronizou-se a dosagem de ON exalado pelas narinas para auxiliar
na diagnose da RSC e, também, na escolha do tratamento e no
monitoramento desta doenca viabilizando um método de coleta
confortavel (independente da idade), seguro, ergonémico, n&o invasivo,
de baixo custo, utilizando equipamento de facil aquisicdo e de facil

manuseio pelos técnicos.

2. As dosagens de ON obtidas nos dois grupos mostraram diferenca
estatistica significativa, pois o grupo com RSC apresentou niveis
menores de ON expirado pelas narinas quando comparados com 0O

grupo controle.

3. Nao se observou diferenca significativa em relagdo a presenca de um
tipo especifico de sintoma com a dosagem de ON. Entretanto, os
sintomas em conjunto demonstraram correlacdo negativa com a
dosagem do ON expirado pelas narinas: quanto mais sintomas
relatados menor a dosagem encontrada. Também nao foram
evidenciadas diferencas entre as comorbidades e o valor do ON obtido.
Em relacdo aos achados no exame fisico, a presenca de PN e
secrecdo nasal mostrou correlacéo significativa com os valores de ON

expirado pelas narinas dos pacientes com RSC.

4. Quanto aos escores dos exames TC e endoscopia nasal, a analise
estatistica convergiu para um resultado de quanto maior o escore pior a
dosagem de ON. Quanto maior o nimero de SP comprometidos com
RSC, confirmado por cirurgias endoscépicas nasais, menor foi a
dosagem de ON do ar expirado pelas narinas antes do procedimento

cirargico.
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ANEXO A
COMPROVANTE DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

M M g
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
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Ribeirdo Preto, 04 de abril de 2013

Oficio n® 1139/2013
CEP/MGV

PROCESSO HCRP n° 17152/2012

Prezados Pesquisadores,

O trabalho intitulado “DOSAGEM DE OXIDO NiTRICO NO AR
EXPIRADO PELAS NARINAS EM PACIENTES COM RINOSSINUSITE CRONICA”, foi
analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa, em sua 363° Reunido Ordinaria realizada
em 01/04/2013, e enquadrado na categoria: APROVADO, bem como o Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido datado de 01 de abril de 2013.

Este Comité segue integralmente a Conferéncia Internacional de
Harmoniza¢ao de Boas Préticas Clinicas (IGH-GCP), bem como a ResolugGo n® 196/96
CNS/ MS.

Lembramos que devem ser apresentados a este CEP, o Relatério
Parcial e o Relatério Final da pesquisa. De acordo com Carta Circular n°
003/2011/CONEP/CNS, datada de 21/03/2011, o sujeito de pesquisa ou seu
representante, quando for o caso, deverd rubricar todas as folhas do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE — apondo sua assinatura na ultima do referido
Termo; o pesquisador responsdvel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido —~ TCLE ~ apondo sua assinatura na ultima

pdgina do referido Termo.
Atenciosamente.
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Protocolo: Deteccéo de Oxido Nitrico no ar expirado pelas narinas em pacientes

com Rinossinusite Cronica.
Investigadores: Profa. Dra. Wilma T. Anselmo Lima e Dr. Jorge Nassar Filho

Centro de pesquisa: Hospital das Clinicas da FMRP-USP - Departamento de Oftalmologia,
Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca e Pescoc¢o - Av. Bandeirantes, 3900 - Ribeirdo
Preto - S&o Paulo - Tel.: (16) 3602-2863

Este documento pode conter palavras que vocé ndo compreende. Vocé deve ler este
documento com muito cuidado, e perguntar todas as suas duvidas, de forma que vocé
possa entender 0 que significa a sua participacao nesta pesquisa. Por favor, entenda que ao
assinar este documento, vocé estara concordando em participar de uma pesquisa clinica, e,
portanto, ndo devera restar duvidas. Estamos a sua disposicdo para responder as suas

perguntas.

1. Convite em participar

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario em uma pesquisa clinica.
Antes de tomar qualquer decisado, vocé deve ler este documento, que é chamado de “Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido”. Ele explica todos os detalhes da pesquisa. Vocé
pode recusar a participar sem que isso seja anotado em seu prontuario ou tenha qualquer
tipo de pena a essa atitude. Nao havera qualquer alteracao no curso do seu tratamento.

Esta pesquisa servird para verificar a presenca de 6xido nitrico nos pacientes com
rinossinusite, utilizando métodos bem conceituados no exterior, mas ainda nao
padronizados no Brasil. Serd dosado O6xido nitrico em pessoas sem rinossinusite, e
comparar com pessoas com rinossinusite, para verificar se esta substancia estd em

concentracao diferente, na pessoa com rinossinusite, e, na pessoa sem doenca.
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2. Procedimento
Caso vocé concorde, sera submetido a colocagdo de uma sonda no seu nariz, e vocé

respirara por 10 minutos e o ar sera coletado em tubos.

3. Objetivo
A rinossinusite crénica é uma doenca inflamatéria, e seu tratamento baseia-se na
diminuicdo do processo inflamatério, queremos verificar se o 6xido nitrico participa no

aparecimento da doenca.

4. Riscos e Possiveis Complicagdes

N&o havera riscos porque ndo serdo administradas medicacoes.

5.Possiveis Beneficios do Estudo
Esse estudo tentara avaliar a eficiéncia destes testes para saber se o paciente
apresenta melhora no tratamento da rinossinusite crénica, com o futuro objetivo de aprovar

a realizacdo destes testes no Brasil.

6.Pagamento por Participacdo

Vocé nédo recebera qualquer pagamento por sua participacao neste estudo.

7.Confidencialidade

Os registros de sua participacdo neste estudo serdo mantidos sob sigilo pelo tempo
permitido por lei. No entanto, o médico responsavel pelo estudo e, mediante certa
circunstancia, as autoridades de Salde Brasileira e o Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
poderdo inspecionar e ter acesso, aos dados confidenciais que o identifiquem pelo nome.

Qualquer publicacdo dos dados néo o identificard. Ao assinar este documento, vocé
autoriza o médico responsavel para a sua publicacao.

Vocé podera desistir de participar desta pesquisa a qualquer momento,e,isto,nao vai

prejudicar em nada seu tratamento.

8.Telefone de Contato e Registro da Pesquisa
(16)3602-2321- Urgéncia: (16) 3602-7771
Registro da Pesquisa CONEP

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humana
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9. Consentimento
Assinando abaixo, confirmo que:

a) Li este documento, denominado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
expresso em linguagem a mim compreensivel:

b) Compreendi que se trata de um processo de pesquisa clinica, e que minha
participacdo € voluntaria:

c) Tive oportunidade de esclarecer davidas e discutir minhas preocupacfes com o
meédico responsavel pelo estudo:

d) Recebi do médico responsavel a explicacdo adequada sobre esta pesquisa, e
compreendi o0s objetivos, os procedimentos, 0s riscos e 0s beneficios
envolvidos no estudo:

e) Entendi que ndo abri mdo de nenhum de meus direitos legais no caos de
negligencia ou outra falha cometida por qualquer pessoa envolvida neste

estudo.
Portanto concordo em participar desta pesquisa e entendo que, ao assinar este
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, ndo abri mdo de nenhum dos meus direitos

legais.

Receberei uma cépia assinada deste documento.

Nome legivel do sujeito da pesquisa Data
Assinatura do sujeito da pesquisa Data
Assinatura do responséavel legal (se aplicavel) Data

Assinatura do membro da equipe da pesquisa Data
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ANEXO C

ESCORE DE LUND-MACKAY

Chart 1, Lund-Kennady score of endoscopic assessment

Characlerstic Nasal caiy
igh i

Polyp (0.1,2)
Edema (01.2)

Secration (0,1,2)

toal

Note: Polyp: 0 - absent; 1 - limited o the middle meatus; 2
- gxtending to the nasal cavty

Mucosa edema: 0 absent; 1- mild/moderale adema; 2-
polypoid degeneration

Sacration: 0 absent, 1- hyaline; 2: thick andlor mucopurulen
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O escore de Lund-Mackay é um método amplamente utilizado para o estadiamento
radioldgico da rinossinusite cronica. 1.
Ao ler uma tomografia computadorizada dos seios paranasais e complexo ostiomeatal, o leitor
atribui a cada seio uma pontuacao de.
* 0 (sem anormalidade)
» 1 (opacificacao parcial) ou
+ 2 (completa opacificacéo)
O complexo ostiomeatal € atribuido a uma pontuacdo de 0 (ndo obstruida) ou 2
(obstruida).
Os seios sdo agrupados em
+ Seio frontal
» Células etmoidais anteriores
» cCélulas etmoidais posteriores
* Seio maxilar
» Seio esfenoidal

+ Complexo ostiomeatal

Cada lado é classificado separadamente. Uma pontuacdo combinada de até 24 é possivel.
De notar, um seio frontal aplastica (ausente) recebe uma pontuagéo de 0.

O método é intencionalmente simplista, com o objetivo de minimizar a variabilidade
interobservador e acelerar sua aplicacdo. 2 Assim, se presta a aplicacdo por ndo-radiologistas e em
estudos clinicos. 1 Apesar da sua simplicidade, correlaciona-se bem com a gravidade da doenca, a
extensdo da cirurgia e as taxas de complicagbes, mesmo independentemente da extensdo da

cirurgia.



