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RESUMO

Nicola ML. Efeitos do tabagismo sobre o transporte mucociliar nasal,
propriedades fisicas do muco, pH do condensado do ar exalado,
celularidade e citocinas de lavado nasal em jovens [dissertacao]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2014.

O tabagismo estd fortemente associado ao desenvolvimento da Doenca
Pulmonar Obstrutiva Cronica, porém poucos estudos que relatam alteracdes
funcionais ou inflamatdrias nas vias aéreas superiores em jovens Sao
encontrados na literatura. Nosso objetivo foi investigar as alteracbes
funcionais e inflamatérias nas vias aéreas superiores e inferiores em jovens
tabagistas com idade igual ou inferior a 35 anos. Setenta e dois individuos
participaram do estudo: 32 jovens ndo tabagistas (JNT) saudaveis (21+4
anos, 29 homens) e 40 jovens tabagistas subdivididos de acordo com a
carga tabagica: menor que 2,5 anos-maco (<2,5) (19£2 anos, 20 homens) e
igual ou maior que 2,5 anos-mago (22,5) (245 anos, 17 homens e trés
mulheres). Foram avaliados os dados demograficos, os dados clinicos, os
sintomas de desconforto das vias aéreas por meio do questionario SNOT-20,
0s volumes e capacidades pulmonares por meio do teste de funcdo
pulmonar, o transporte mucociliar nasal por meio do teste de tempo de
transito da sacarina, a propriedade de superficie do muco nasal por meio do
angulo de contato, a inflamacé&o na cavidade nasal por meio da contagem
total e diferencial das células e citocinas em lavado nasal e a inflamacgéo de
vias aéreas inferiores por meio do pH do condensado do ar exalado.
Observamos neste estudo que os jovens tabagistas 22,5 foram mais velhos
comparados aos JNT e com os tabagistas <2,5 (p<0,01). Comparados com
os JNT, os tabagistas 22,5 apresentaram maior indice de massa corporal
(p=0,036), de frequéncia cardiaca (p=0,001) e de pressao arterial sistélica
(p=0,036). Os tabagistas 22,5 apresentaram maior queixa sobre tosse
(p=0,05) e secrecdo nasal escorrendo para a garganta (p=0,016) quando
comparados com os JNT e tabagistas <2,5. Nado encontramos diferencas
significativas na pontuacdo total do questionario SNOT-20 (p=0,140), nos
valores do teste de fungdo pulmonar e nos valores do angulo de contato
(p=0,803) entre os grupos. O tempo de transito da sacarina foi
significativamente menor nos jovens tabagistas (5,9+3,1 minutos) quando
comparados aos JNT (7,7t4,1 minutos, p=0,033). Na andlise do lavado
nasal encontramos maior nimero de ceélulas totais em tabagistas <2,5
(48+14) e tabagistas 22,5 (37+25) comparados aos JNT (24+12, p<0,001).
Encontramos também maior nimero de macréfagos (p=0,001), células
ciliadas (p=0,008) e células caliciformes (p=0,004) nos tabagistas <2,5 e
tabagistas 22,5 quando comparados aos JNT, e maiores concentracdes de
mieloperoxidase nos tabagistas <2,5 comparados aos tabagistas 22,5
(p=0,005). Os valores do pH do EBC foram menores em tabagistas 22,5
(7,65+0,42) comparados com os tabagistas <2,5 (7,83+0,26) e com os JNT
(7,90+0,21, p=0,038). Por meio de analise de regresséo linear, verificamos
um efeito dose-dependente significativo do tabagismo sobre a reducdo dos



valores do pH do EBC (r=-0,47, p<0,001). Concluimos que o tabagismo em
jovens tabagistas com idade igual ou inferior a 35 anos induz alteracdes do
transporte mucociliar nasal, inflamacdo nasal e inflamacdo em vias aéreas
inferiores e que essas alteracdes estdo associadas a carga tabagica.

Descritores: tabagismo, transporte mucociliar, muco, mucosa nasal,
inflamacéo, adulto jovem.



ABSTRACT

Nicola ML. Effects of smoking on nasal mucociliary clearance, mucus
physical properties, pH of exhaled breath condensate, cellularity and
cytokines in nasal lavage in young [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2014.

Cigarette smoking is strongly associated with the development of Chronic
Obstructive Pulmonary Disease, but few studies that reported functional or
inflammatory changes in upper airway in young are found in the literature.
We aimed to evaluate the effects of smoking on nasal mucociliary clearance,
the mucus surface property and if there is inflammation in the nasal cavity
and lower airways in young smokers aged less than 35 years. Of the 200
individuals contacted by telephone, 72 individuals entered in the study: 32
healthy young nonsmokers (YNS) (21+4 years, 29 male) and 40 young
smokers, subdivided according to smoking history: less than 2.5 pack-years
(<2.5) (1942 years, 20 male) and 2.5 pack-years or more (22.5) (2415 years,
17 male and three female). We assessed demographic data, clinical data,
SNOT-20 questionnaire for symptoms of airway discomfort, the volumes and
lung capacities by the pulmonary function test, the nasal mucociliary
clearance using the saccharine transit test, the mucus surface property by
the contact angle, the inflammation in the nasal cavity by the total and
differential count of cells and cytokines in nasal lavage and inflammation of
the lower airways by the exhaled breath condensate pH. In this study, we
observed that young smokers =2.5 were older compared to YNS and
smokers <2.5 (p<0.01). Compared with YNS, smokers 22.5 had higher body
mass index (p=0.036), heart rate (p=0.001) and systolic blood pressure
(p=.036). Smokers =2.5 complained more about cough (p=0.05) and post-
nasal discharge (p=0.016) when compared to YNS and smokers <2.5. No
significant differences were found in the total score of the SNOT-20
(p=0.140), in the pulmonary function test and mucus contact angle (p=0.803)
between groups. The saccharine transit time was significantly lower in young
smokers (5.9£3.1 minutes) compared to YNS (7.7t4.1 minutes, p=0.033).
The number of total cells in nasal lavage fluid were greater in smokers <2.5
(48+£14) and smokers 22.5 (37+25) compared to YNS (24+12, p<0.001). We
also found greater number of macrophages (p=0.001), ciliated cells
(p=0.008) and goblet cells (p=0.004) in smokers <2.5 and smokers =2.5
compared to YNS and a higher concentration of myeloperoxidase in smokers
<2.5 compared to smokers 22.5 (p=0.005). The EBC pH were lower in
smokers 22.5 (7.651£0.42) compared with smokers <2.5 (7.83+0.26) and with
YNS (7.90+0.21, p=0.038). Linear regression analysis confirmed a significant
dose-dependent effect of smoking in decreasing EBC pH (r=-0.47, p<0.001).
We conclude that cigarette smoking induces changes in nasal mucociliary
clearance, nasal inflammation and inflammation in the lower airways in young
smokers aged less than 35 years and these changes are associated with
smoking history.



Descriptors: smoking, mucociliary clearance, mucus, nasal mucosa,
inflammation, young adult
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1. Introducéo

Na época do descobrimento da América, verificou-se que 0s nativos
cultivavam e consumiam o tabaco em cerimonias religiosas fumando rolos
feitos com a planta do tabaco, denominada nicotina em homenagem a Jean
Nicot. O habito de fumar rapidamente se difundiu na Espanha, Portugal,
Franca e Inglaterra (Hortense et al., 2008) e no inicio, o tabaco foi
considerado uma erva com propriedades medicinais sendo utilizado no
tratamento de Ulceras e enxaqueca (DeLucia e Oliveira-Filho, 2004).

Na metade do século XX, a industrializacdo dos cigarros e diversas
estratégias comerciais fizeram do tabagismo um sinbnimo de poder e de
status social (Aravjo et al., 2004; Hortense et al., 2008). Diversos fatores
foram identificados como fatores associados ao inicio do tabagismo como,
por exemplo, homens, convivéncia com fumantes, curiosidade, baixa
escolaridade e baixo nivel socioeconémico (Opaleye et al., 2012). Porém, a
partir da metade do século XX, estudos mostraram que o tabagismo era um
vicio e um fator de risco para o0 desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e respiratorias (Doll e Hill, 1950; Edwards, 1957; Bronte-
Stewart, 1961; Planeta e Cruz, 2005).

O tabagismo é definido como uma doenca cronica caracterizada pela
dependéncia quimica e psicoldgica dos produtos do cigarro, principalmente a
nicotina e considerado como a principal causa evitavel de morte (WHO,
2008). Em 1997, o tabagismo foi inserido no Cdédigo Internacional de
Doencas (CID-Z72-0) da Organizacdo Mundial da Saude por ser

considerado um grave problema de saude publica.
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Em 2005, os custos gerados pelas internacdes hospitalares no
Sistema Unico de Salde devido a doencas atribuidas ao tabaco foram
estimados em 338,7 milhdes de reais ou aproximadamente 8% dos custos
totais com assisténcia médica para essas doencas (Pinto e Ug4, 2010).

As trés principais causas de morte atribuidas ao tabagismo sao: a
doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), cancer de pulméo e doencas
cardiovasculares (Ezzati e Lopez, 2003). Em todo o mundo, o tabagismo
causa mais de 5 milhdes de mortes por ano e estima-se que causara mais
de 10 milhdes de mortes até 2020, sendo que, aproximadamente 70%
dessas mortes ocorrerdo em paises em desenvolvimento (CDC, 2008). Em
individuos com idade igual ou superior a 35 anos, aproximadamente 14%
das mortes foram atribuidas ao habito de fumar. Uma morte em cada cinco
mortes em homens e uma morte em cada 10 mortes em mulheres (Correa et

al., 2009) sao associadas ao tabagismo.

1.1 Produtos do cigarro e efeitos sobre a saude

O cigarro apresenta em sua composicdo mais de 4.700 substancias
toxicas (Dube e Green, 1982). Na fumaca, ha presenca de mais de 400 a
500 componentes como a nicotina, fenol, hidrocarbonetos aromaticos,
metais pesados como chumbo, cadmio, arsénio, niquel e cromio
(reconhecidos como elementos carcinogénicos), assim como monoxido de
carbono, aménia, acido cianidrico, 6xidos de nitrogénio, aminas e aldeidos

volateis, cetonas, benzeno, entre outros (Stawrides, 2006; Viana et al., 2011).
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O monoxido de carbono é um importante produto da queima do
tabaco e no sistema circulatorio, liga-se fortemente a hemoglobina e forma a
carboxihemoglobina que contribui para a reducdo do transporte e da oferta
de oxigénio aos tecidos resultando em reducdo do consumo de oxigénio
(Guyton e Hall, 2006).

A nicotina € absorvida rapidamente pela mucosa oral e apresenta
meia-vida de aproximadamente duas horas apods a inalagdo. Um cigarro
contém de seis a 11 mg de nicotina e o individuo ao fumar o cigarro recebe
em média 1 a 3 mg. A degradacédo da nicotina € feita principalmente pelo
figado gerando a cotinina. A nicotina e seus metabdlitos sdo excretados
pelos rins, com velocidade da excrecdo dependente do pH urinario, quanto
mais alcalina a urina, maior é a excrecao (DelLucia e Oliveira-Filho, 2004). A
nicotina induz a liberagdo de catecolaminas (adrenalina, noradrenalina e
dopamina) pela glandula suprarrenal promovendo respostas agudas sobre o
sistema cardiovascular como aumento da frequéncia cardiaca e presséo
arterial, aumento da contratilidade e consequente aumento do débito

cardiaco (Kumar et al., 2008).

1.2 Mecanismos de defesa do sistema respiratério e produtos do

cigarro

A nicotina estimula os receptores nicotinicos de acetilcolina (Guyton e
Hall, 2006) e no sistema respiratorio esses receptores respondem a irritacao

causada pela fumaca do cigarro promovendo aumento da permeabilidade
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das vias aéreas e liberacdo de histaminas resultando em broncoconstricao
devido a contracdo da musculatura lisa brénquica (Kumar et al., 2008).

Para a defesa do sistema respiratorio, diversos mecanismos de
protecdo estdo presentes e atuantes, e entre eles a barreira epitelial, o

transporte mucociliar, resposta celular e remocao pelo sistema linfatico.

1.2.1 Barreira epitelial

O sistema respiratorio pode ser dividido em duas porcdes, uma
porcdo condutora, constituida pelas fossas nasais, nasofaringe, laringe,
traqueia, brénquios e bronquiolos, e outra, como porcdo respiratéria, que
compreende o0s bronquiolos terminais, ductos alveolares e alvéolos. A
porcdo condutora é revestida por epitélio pseudoestratificado colunar ciliado,
denominado como epitélio respiratorio (Junqueira e Carneiro, 2008).

O epitélio das vias aéreas € a primeira barreira mecanica contra os
agentes agressores inalados. As particulas inaladas que podem ser nocivas
ao organismo se depositam ao longo das vias aéreas de condugdo (nariz,
nasofaringe, laringe, traqueia, bronquios, bronquiolos e bronquiolos
terminais) e sdo aderidas a camada de muco que reveste o epitélio

respiratorio (Nakagawa et al., 2006).

1.2.2 Resposta celular

Os neutréfilos e macréfagos sao células de defesa produzidas pelo
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timo e pela medula 6ssea, com fungcdo de fagocitose e participacdo na
resposta inflamatoria. Em contato com particulas irritantes, o neutrofilo emite
pseuddépodos para encapsular a particula e liberar enzimas proteoliticas e
agentes bactericidas. Apds essa acdo, os neutréfilos sdo inativados e
morrem. Os macréfagos quando ativados pelo sistema imune, exercem
funcdo fagocitica mais potente que os neutrdfilos, sendo capazes de
envolver particulas maiores que bactérias. Apds a digestdo das particulas os
macréfagos podem eliminar os produtos residuais, sobreviver e exercer sua
funcdo. Nos alvéolos ha um grande nuimero de macréfagos vigilantes. Os
macrofagos, responsaveis pela eliminagdo das particulas nocivas e
microorganismos dos alvéolos podem migrar para o intersticio septal, vasos
linfaticos distais localizados nos bronquiolos respiratérios e atingir os
linfonodos onde sdo eliminados por meio do sistema linfatico (Guyton e Hall,
2006).

Os macrofagos, linfocitos, neutrofilos e células epiteliais secretam
algumas substancias que podem desencadear ou modular 0 processo
inflamatdrio por meio de citocinas ou mediadores inflamatérios. As citocinas
podem ser classificadas de acordo com sua atividade e funcdo bioldgica,
sendo divididas em citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias (Kumar et
al., 2008). Entre as citocinas que tém acdo pro-inflamatoéria estdo o fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a) e as interleucinas (IL)-6, IL-8 e a
mieloperoxidase (MPO) que atuam na fase inicial da resposta imunoldgica.
Entre as citocinas que possuem acdo anti-inflamatéria estdo IL-4 e IL-10

(Zeidel et al.,, 2002; Carpagnano et al, 2003; Comandini et al.,, 2009)
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relacionadas com a proliferacéo e diferenciacéo dos linfécitos.

1.2.3 Transporte mucociliar e produtos do cigarro

O transporte mucociliar (TMC) € um dos mecanismos de defesa do
sistema respiratério que remove material particulado e microorganismos
aderidos ao muco e transportados pelos cilios da regido das vias aéreas
inferiores e das vias aéreas superiores para a dire¢cdo da orofaringe (Figura
1), onde serdo eliminadas por meio da tosse ou da degluticdo (Knowles e
Boucher, 2002; Guyton e Hall, 2006; Nakagawa et al., 2006).

O TMC é composto de basicamente trés componentes: (a) estrutura
ciliar e batimento ciliar, (b) composicao, quantidade e propriedades biofisicas
do muco respiratério e (c) interacdo muco-cilio (Nakagawa, 1997).

As células ciliadas e as células produtoras de muco tém papel
fundamental em diversas atividades de defesa do sistema respiratorio. As
células ciliadas estdo presentes em grande ndimero no epitélio respiratorio,
sendo que cada célula contém aproximadamente 200 ciios em sua
superficie apical. O cilio € uma evaginacdo celular com proximidade a um
grande numero de mitocondrias que fornecem adenosina trifosfato, substrato
para o batimento ciliar. O cilio é formado por 10 pares de microtibulos: nove
pares de microtibulos ao redor de um par de microtibulos centrais
(Nakagawa et al., 2006; Junqueira e Carneiro, 2008). Cada cilio tem de 5 a
50 um de altura. O nimero de cilios e a altura deles vdo diminuindo a

medida que se seguem para a periferia.
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O batimento ciliar ocorre em dois movimentos: efetivo com um
movimento rapido de impulsdo e extensdo completa do cilio para frente para
acoplamento do topo do cilio ao muco a ser transportado, em seguida, o
movimento de recuperacdo, onde o cilio retorna inclinado no interior da
camada periciliar, em paralelo a superficie epitelial, para a posicao inicial

(Nakagawa, 1997).

Figura 1. Desenho esquematico do transporte mucociliar, adaptado e com
permissdo de Nakagawa (1997)
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Alteracdes de um elemento ou mais do TMC, como a associacdo de
aumento da producdo de muco com alteracdes do batimento ciliar, podem
alterar a eficiéncia desse sistema e promover estase do muco no trato
respiratorio, 0 que aumenta a area e o0 tempo de contato de
microorganismos e outros agentes agressores com o0 epitélio respiratorio,

que por sua vez, pode favorecer a colonizacdo de bactérias e predispor os
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individuos as infeccBes respiratorias, particularmente individuos vulneraveis
(Konrad et al., 1995; Prescott et al., 1995; Meyer, 2004; Nakagawa et al.,
2005; Oliveira-Maul et al., 2013).

Os produtos do cigarro podem induzir alteragdes agudas e cronicas
sobre o epitélio ciliado pseudoestratificado do trato respiratério. Estudos
clinicos e experimentais mostram que as principais alteragdes induzidas pelo
cigarro sdo a hiperplasia e metaplasia das células ciliadas e caliciformes
(Mullen et al., 1987; Gaworski et al., 1998; Hadar et al., 2009; Haswell et al.,
2010), hipertrofia das glandulas da submucosa e aumento da producédo de
mucinas (Haswell et al., 2010; Dye e Adler, 1994) e alteracdo do batimento
ciliar (Zhou et al, 2009; Piotrowska et al., 2010; Simet et al., 2010;
Navarrette et al., 2012).

O muco é produzido pelas células caliciformes e por glandulas da
submucosa do epitélio respiratorio. O muco € composto por
aproximadamente 95% de agua e 5% de outras substancias como mucinas,
Na® e CI' e glicoproteinas (Nakagawa et al., 2006; Antunes e Cohen, 2007).
O muco é formado pelo fluido periciliar que envolve os cilios e pela camada
de muco propriamente dita disposta superiormente aos cilios e com
distribuicdo heterogénea. Alteracbes no grau de hidratacdo do muco e na
espessura da camada periciliar alteram o adequado funcionamento dos
cilios e do transporte do muco (Nakagawa et al., 2006; Junqueira e Carneiro,
2008). Kreindler et al. (2005) mostraram que a exposicao de células ciliadas
do epitélio brénquico de humanos a fumaca do cigarro inibe o transporte de

ions CI- promovendo alteragbes na composicdo do muco semelhante as
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encontradas em pacientes com fibrose cistica.

O aumento da producdo de muco pode levar a limitacdo do fluxo
aéreo em tabagistas crénicos. Outras alteracdes associadas ao tabagismo
podem ser responsaveis pelo estreitamento das vias aéreas como a
broncoconstricdo, a inflamacdo crénica das vias aéreas e 0 aumento da
permeabilidade do epitélio respiratério (Saetta et al., 1994). Dessa forma,
ocorre aumento da resisténcia de vias aéreas e reducdo do volume expirado
forcado no primeiro segundo (VEF1) e fluxo expiratério forcado médio (FEF 5.
75%).

Estudo experimental realizado em cultura de células epiteliais obtidas
por meio de broncoscopia mostrou que os cilios de individuos tabagistas
saudaveis sdo em meédia 10% menores quando comparados com individuos
nao tabagistas. A alteracdo do comprimento dos cilios pode apresentar uma
influéncia significativa na redugcdo do transporte do muco devido a
inadequada interagcdo muco-cilio (Leopold et al., 2009).

O diagnéstico de DPOC e alteracbes na funcdo pulmonar sédo
encontrados em individuos com idade superior a 35 anos e com histdrico de
tabagismo igual ou superior a 20 anos-maco (van Schayck et al., 2002;
Flanders et al., 2003; Parkes et al., 2008). Na literatura, os efeitos do
tabagismo sobre as vias aéreas e sobre o transporte mucociliar tém sido
descritos em individuos com idade superior a 40 anos e/ou individuos com
doencas sistémicas associadas e/ou respiratorias como DPOC (Stanley et
al., 1986; Mullen et al., 1987; Hadar et al., 2009; Piotrowska et al., 2010;

Ramos et al., 2011).
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Em jovens tabagistas os estudos encontrados sugerem que O
tabagismo é o principal fator de risco para o desenvolvimento de bronquite
cronica em homens (Cerveri et al.,, 2001) e bronquiolite em mulheres entre
20 e 30 anos (Sayiner et al., 2013). Em tabagistas com idade inferior a 35
anos o tabagismo foi apontado como o principal fator de risco na ocorréncia
de tosse crbnica (Cerveri et al, 2003) e no desenvolvimento de sinais
clinicos indicativos do primeiro estagio de DPOC (de Marco et al., 2007). No
entanto, pouco se sabe sobre os efeitos do tabagismo no TMC nasal em
tabagistas assintomaticos com idade igual ou inferior a 35 anos.

A hipétese do nosso estudo é que jovens tabagistas com idade igual
ou inferior a 35 anos apresentem similar fisiologia e fungdo de vias aéreas
superiores e inferiores que jovens ndo tabagistas. Porém caso ocorram
alteracbes fisioldégicas e funcionais em jovens tabagistas, que essas

alteracbes sejam dependentes da carga tabagica.
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2. Objetivos

Os objetivos desse estudo foram:

1) Caracterizar o transporte mucociliar nasal, propriedade de superficie do
muco nasal, celularidade e citocinas na cavidade nasal, pH do condensado
do ar exalado e fungdo pulmonar em jovens tabagistas com idade igual ou
inferior a 35 anos,

2) Comparar esses parametros funcionais e de inflamacédo de vias aéreas
superiores e inferiores entre os tabagistas assintomaticos com idade igual ou
inferior a 35 anos com jovens nao tabagistas, e

3) Verificar se ha associacdo entre carga tabagica e o0s parametros
funcionais e de inflamacdo nas vias aéreas superiores e inferiores nos

tabagistas com idade igual ou inferior a 35 anos.

11



3. CASUISTICA E METODOS



Dissertagdo de Mestrado Marina Lazzari Nicola

3. Casuistica e Métodos

3.1 Desenho do estudo

Este estudo transversal foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
protocolo nimero 147/13 (Anexo 1) e registrado no ClinicalTrials.gov

(NCTO1877291).

3.2 Sujeitos do estudo

A selecé@o dos voluntarios foi de conveniéncia. Foram recrutados jovens
tabagistas e ndo tabagistas de ambos os sexos, com idade entre 18 e 35
anos na Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Por meio de
contato telefénico, os individuos foram convidados a participar do estudo e
foram incluidos no estudo apdés a concordancia com o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2).

Os critérios de exclusdo foram: (a) incapacidade de compreender e
seguir comandos simples, (b) cirurgia prévia do nariz, (c) infeccdo
respiratoria nos 30 dias anteriores a entrada no estudo, (d) ex-tabagistas e
(e) asma e propensdo a asma. A exclusdo dos voluntarios com asma foi por
meio do questionario European Community Respiratory Health Survey -
Screening Questionaire (Anexo 3), validado para a lingua portuguesa por

Ribeiro et al. (2007). E composto por nove perguntas principais, sendo as

12
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repostas dicotdmicas (sim ou ndo) para cada questdo. A classificacdo de
propensdo a asma € obtida pelo somatério (minimo 0 e no maximo 9 pontos)
das respostas afirmativas (pontuacdo igual a um), sendo a pontuacéo de
corte do questionario igual ou superior a quatro. A classificagdo de nao
tabagistas saudaveis considerou os individuos que nunca fumaram cigarro
ou outro produto derivado do tabaco, sem diagnéstico de doencas agudas
ou cronicas e sem uso de medicamentos, exceto uso de contraceptivos
orais, e com exame fisico normal. Dentro do grupo de jovens nao tabagistas
(UNT), individuos que apresentaram monoxido de carbono (CO) exalado
superior a 9 ppm ou nivel de cotinina superior a 10 ng/ml no lavado nasal
foram excluidos do estudo. A classificacdo de jovens tabagistas foi de
acordo com a definicdo da Organizacdo Mundial da Saude (2009): individuos
que fumaram pelo menos 100 cigarros na vida e que atualmente fumam um
cigarro por dia ou fumam ocasionalmente. Utilizamos também uma
subdivisdo do grupo de jovens tabagistas de acordo com a carga tabagica:

menor que 2,5 anos-macgo (<2,5) e igual ou maior que 2,5 anos-macgo (=2,5).

3.3 Avaliacao

Todos os voluntarios foram avaliados entre 7 e 12 horas no
Laboratério de Defesa Pulmonar da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil. A avaliacdo foi constituida de anamnese
clinica por meio de questionarios, exame fisico, coleta de fluidos (muco

nasal, lavado nasal e condensado do ar exalado) com analises especfificas e

13
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espirometria.

3.3.1 Questionério de saude geral

Foram obtidas informagdes gerais sobre o histérico de saulde, os
antecedentes pessoais e familiares, de tabagismo e alguns aspectos

socioecondmicos (Anexo 4).

3.3.2 Questionario SNOT-20

Em seguida foi aplicado um questionario de avaliacdo de sintomas de
rinossinusite e de desconforto das vias aéreas, denominado SNOT-20
(Piccirillo et al.,, 2002) validado para a lingua portuguesa por Bezerra et al.
(2011)(Anexo 5).

O questionario SNOT-20 é composto por 20 itens, sendo as respostas
pontuadas como problemas em uma escala de zero a cinco: (0) nenhum, (1)
muito pequeno, (2) pequeno, (3) moderado, (4) sério e (5) pior possivel. A
pontuacdo final de sintomas varia de 0 (nenhum) a 5 (maximo). Além disso,
até cinco sintomas podem ser destacados separadamente de acordo com o
julgamento do voluntario quanto a importancia de interferéncia negativa em

sua saude.

3.3.3 Exame fisico

14
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Ap6s o0 preenchimento dos questiondrios o0s voluntarios
permaneceram em repouso, sentados, durante cinco minutos para a coleta
dos seguintes parametros clinicos:

(@) pressdo arterial sistélica e diastdlica (mmHg) foi aferida com
esfigmomanémetro (Premium, Accumed, Rio de Janeiro, Brasil) e
estetoscopio (Littimann, 3M, Saint Paul, Minnesota, USA) no membro
superior esquerdo,

(b) frequéncia cardiaca (bpm) e saturacdo periférica de oxigénio (%) foram
aferidas com auxiio de um oximetro de pulso (BCIl 3303, Smiths Medical,
Ohio, USA) no dedo indicador direito durante um minuto,

(c) frequéncia respiratéria (rpm) aferida pela contagem de excursées
toracicas durante um minuto,

(d) CO exalado foi aferido com um microanalisador (Cardinal Health U.K.
232 Ltd., Chatham, UK): os voluntarios foram instruidos a realizar uma
inspiracdo profunda, manter uma pausa inspiratéria de aproximadamente 20
segundos, e em seguida, realizar uma expiracdo lenta (15 a 20 segundos)
por meio de um bocal conectado ao microanalisador. Os resultados de CO

exalado foram expressos em ppm.

3.3.4 Espirometria

O teste de funcdo pulmonar foi feito com o espirdmetro (Koko Legend,
Inspire Health Inc., Longmont, USA) utilizando as diretrizes da American

Thoracic Society, para determinar o volume expiratorio forcado no primeiro

15
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segundo (VEF;) e a capacidade vital forcada (CVF), com os valores
absolutos e os valores preditos calculados a partir de estudo de Pereira et al.

(2007) na populagédo brasileira.

3.3.5 Transporte mucociliar nasal por meio do Teste da Sacarina

O TMC nasal pode ser avaliado pelo teste de transito da sacarina
(STT) que é um teste simples, de baixo custo e acessivel. A sacarina
depositada na narina pode ser facilmente detectada pelo voluntario quando
chega a orofaringe por meio da degustacdo (doce ou amargo). O valor
normal atribuido ao STT em individuos adultos saudaveis € menor ou igual a
12 minutos (Oliveira-Maul et al., 2013).

Os voluntarios foram avaliados em um ambiente tranquilo, com
temperatura média entre 21 e 22°C e com umidade relativa média de 63 a
71%, monitoradas com termo-higrémetro (Modelo TH 01, Impac Ind, China).
O voluntario foi orientado a manter a respiracdo normal, evitar falar, tossir,
fungar ou respirar profundamente durante o procedimento.

O voluntario, sentado em uma cadeira com encosto, realizou uma leve
extensdo de cabeca para deposito de 25 mg de sacarina na borda inferior da
narina direita ou na narina de maior fluxo aéreo livre (Figura 2). Em seguida,
o voluntario reposicionou a cabeca com o olhar no horizonte e foi acionado
um crondbmetro. No momento de relato de gosto doce ou amargo, a
cronometragem foi interrompida. Caso o voluntario ndo sentisse o0 gosto da

sacarina ap6s 60 minutos, o procedimento seria interrompido e em seguida
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testado a degustacdo da sacarina por meio de depdsito de um granulo de
sacarina na ponta da lingua. Em caso de teste positivo, 0 procedimento seria
repetido ap0s 24 horas (Nakagawa et al., 2005; Goto et al., 2010; Oliveira-

Maul et al., 2013).

Figura 2. Teste de tempo de transito da sacarina: (A) deposi¢céo da sacarina
e (B) cronometragem do tempo

3.3.6 Coleta e analise do muco nasal: angulo de contato

Seguido do STT foi realizada a coleta do muco nasal, onde os
voluntarios foram orientados a realizar extensdo de cabeca de
aproximadamente 30°. O muco nasal foi coleado com auxiio de um pincel
macio na narina oposta ao STT. As amostras de muco foram retiradas
delicadamente por meio de uma agulha (Figura 3), armazenadas em tubos
de polipropileno devidamente identificados e mantidas sob -80°C até analise

para angulo de contato.
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Figura 3. Coleta do muco nasal in situ: (A) por meio de um pincel e (B)
retirada de muco do pincel com auxilio de uma agulha

Caracteristicas como adesividade e ‘“wettabilidade” representam
propriedades fisicas relevantes no transporte do muco através dos cilios e
da tosse (Puchelle et al., 1987). Todo fluido biolégico possui a propriedade
de se espalhar quando colocado sobre uma superficie solida. Quanto maior
o0 angulo de contato (AC), menor é a “wettabilidade” e quanto maior o AC
maior é a adesividade, pois a aderéncia entre 0 muco e a superficie solida
especifica é o reflexo da tensdo superficial do muco e do seu angulo de
contato. O AC € o angulo formado entre a tangente da interface ar-fluido e a
superficie plana (lamina de vidro). Esta analise foi descrita por Hills (1985) e
por Puchelle et al. (1987). Para a analise do AC, utilizamos laminas de vidro
tratadas com solucdo sulfocromica e lavadas com &gua deionizada. As
amostras de aproximadamente 25 pl foram posicionadas com a ajuda de um
estilete sobre a lamina tratada. As medidas de angulo de contato em graus
(Figura 4) foram analisadas cinco minutos apds a deposi¢cao do muco sobre
a lamina de vidro utilizando um programa de analise de imagem (Interactive

AxionVision 4.7, Carl Zeiss, Gottinger, Germany) e uma lupa estereoscopica
18
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(Stemi 2000C, Carl Zeiss, Gottinger, Germany) conectada a uma camera
(Axiocam HSC, Carl Zeiss, Gottinger, Germany). Foram realizadas trés

medidas para cada amostra, sendo a média o resultado final das medidas.

Figura 4. Esquema de: (A) equipamento de analise do angulo de contato: (a)
um foco de luz fria, (b) um estereomicroscépio, (c) uma camera e (d) um
computador com o programa de analise de medidas, e (B) da andlise do
angulo de contato: (a) no primeiro minuto apds deposi¢cdo do muco sobre a
lamina e (b) no quinto minuto

—— !,_ S S

3.3.7 Coleta e analise do pH do condensado do ar exalado

Anteriormente a coleta do condensado do ar exalado (EBC) o
voluntario foi orientado a realizar enxague oral com agua bidestilada, engolir
a saliva e manter uma leve extensdo de cabeca (aproximadamente 15°).
Utilizando um clipe nasal o voluntario foi orientado a respirar normalmente
por meio de um bocal conectado a um aparelho (Figura 5) que coleta o

condensado com gelo seco (-78,5°C). Aproximadamente, apdés 15 a 20
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minutos, cerca de 1,5 a 2 ml de fluido exalado é coletado. As amostras foram
armazenadas em tubos de polipropileno de 1,5 ml e imediatamente apos a
coleta foi realizada analise de pH.

Previamente a leitura de pH, foi realizada a calibragdo do pHmetro
(827 pH Lab, Metrohm Ltd., Herisau, Switzerland) com pHs de 4, 7 e 9. A
degaseificacdo da amostra (500 ul) foi realizada com gas argdnio 99,9%
(Gama Gases Ltd., S&o Paulo, Brasil) durante 15 minutos com fluxo de 350

ml/min. As amostras utilizadas para determinacdo do pH foram descartadas.

Figura 5. (A) Paciente sentado submetido a coleta do condensado do ar
exalado e (B) fluido coletado ao final de 15 minutos

3.3.8 Coleta e analise do lavado nasal

Outra forma de deteccdo e caracterizacdo de alteragdes bioquimicas
associadas a patologias das vias aéreas € a utilizacdo do lavado nasal (LN),
um fluido biolégico que possui componentes produzidos pelas células do
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sistema imunoldgico (Naclerio et al, 1983; Peden, 1996; Belda et al., 2001).
Para coleta do LN, o voluntario foi orientado a ndo respirar durante o
procedimento (10 segundos) e a ndo engolir a solugdo salina (0,9%)
instilada. Os voluntarios foram posicionados sentados em uma cadeira com
extensdo de cabeca de aproximadamente 30° foi instilado 5 ml em cada
narina de solucdo salina (0,9%) em temperatura ambiente com uma seringa.
Os voluntarios expeliram o LN em frascos plasticos estéreis, inclinando a
cabeca para frente e assoando gentilmente as narinas (Figura 6). A amostra
foi homogeneizada e centrifugada durante 10 minutos com uma velocidade
de 1.800 rpm e temperatura a 5°C. Em seguida, o sobrenadante foi
separado do “pellet” e imediatamente transferido para tubos de polipropileno
estéreis, identificados e armazenados em freezer -80°C para posterior
determinacdo de concentragcdo de citocinas e de cotinina. Ao “pellet’
adicionamos 1 ml de PBS (solugdo tampao fostato salina) para posterior

contagem total e diferencial de células.
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Figura 6. Coleta do lavado nasal: (A) instilacdo de solucdo salina (0,9%
NaCl) em voluntario com extensao e (B) remocao voluntaria do fluido nasal

3.3.8.1 Contagem total e diferencial das células do lavado nasal

A contagem total de células foi realizada em camara de Neubauer (20
pl de amostra, sob microscopia o6tica (400x). Para a contagem diferencial de
células, as amostras (100 ul) foram centrifugadas em cytospin durante seis
minutos com velocidade de 1.000 rpm, 25°C (Naclerio et al.,1983). O
esfregaco foi corado em solugdo pandtico e a leitura realizada em

microscoépio otico (1.000x).

3.3.8.2 Quantificacdo de citocinas e cotinina no lavado nasal

As concentragOes de fator de necrose tumoral (TNF)-a, interleucinas
(L)-4, IL-6, IL-8, IL-10, mieloperoxidase (MPO) e cotinina foram

determinadas por meio de enzima-imunoensaio (ELISA), utilizando painéis
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comerciais ultrassensiveis (Luminex panel, Billerica, MA, USA). Os limites de
deteccao foram 0,106 pg/ml para o TNF-a, 10 pg/ml para a IL-4, 0,039 pg/mi
para a IL-6, 3,5 pg/ml para a IL-8, 0,5 pg/ml para a IL-10, e 0,062 ng/ml para
a MPO. O ajuste da curva padréo foi entre 0 e 32 pg/ml para o TNF-q, entre
31,2 e 2.000 pg/ml para a IL-4, entre 0 e 10 pg/ml para a IL-6, entre 0 e
2.000 pg/ml para a IL-8, entre 0 e 50 pg/ml para a IL-10 e entre 0,156 e 10
ng/ml para a MPO. A determinacdo da concentracdo de cotinina no LN foi
realizada por meio de enzima-imunoensaio (High Sensitivity Cotinine
Immunoassay, DRG International, Inc., Marburg, Germany). O limite inferior

de deteccéao foi 0,1 ng/ml e o ajuste da curva padrao foi entre 0 e 50 ng/ml.

3.4 Andlise estatistica

Os valores com distribuicdo normal foram expressos como média +
desvio padrao (DP). Os valores com distribuicdo nao-paramétrica foram
expressos como mediana e interquartil (IQR).

Comparagbes entre os grupos JNT, e JT<2,5 e JT=2,5 foram
analisadas pelo Teste One Way ANOVA com correcao de Bonferroni ou o
Teste de Kruskal-Wallis quando apropriado.

O teste do Qui-quadrado foi utilizado para andlise de género e para a
andlise isolada das 20 questdes do questionario SNOT-20.

Correlacdes entre as variaveis foram analisadas utilizando Coeficiente
de Correlacdo de Pearson ou Spearman quando apropriado.

A regressao linear foi utilizada para analisar o pH do condensado do
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ar exalado ajustado para idade e carga tabagica (anos-maco). A diferenca foi
considerada estatisticamente significante se p < 0,05.

O calculo amostral de n = 18 para cada grupo foi obtido por meio da
variavel STT (valor médio normal de 9 minutos, desvio-padrdo de 3 minutos),

sendo uma diferenca de 3 minutos considerada clinicamente significante. O

poder utilizado foi de 80% e o a de 0,05.
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4. Resultados

A partir de uma lista de 200 individuos recrutados por meio de contato
telefénico, 80 voluntarios concordaram em patrticipar do estudo (Figura 7).
Desses, oito voluntarios foram excluidos (quatro ndo tabagistas e quatro
tabagistas). Portanto 72 jovens concluiram o estudo (32 ndo tabagistas e 40

tabagistas).

Figura 7. Diagrama esquematico de recrutamento e inclusdo de voluntarios
no estudo de acordo com o CONSORT (Consolidated Standards of
Reporting Trials)

Lista com 200 individuos jovens
(18 — 35 anos)

7

80 individuos foram recrutados

Excluidos 4 néo tabagistas: Excluidos 4 tabagistas:
- Hipertenséo (n = 3) <: @ => - Usode drogas (n=2)
-Asma(n=1) -Asma (n=2)
72 individuos entraram no estudo
Nao tabagistas Tabagistas
n=32 n=40
Menor carga Maior carga
tabagica tabagica
n=20 n=20

Observamos diferencas demogréficas e clinicas entre os JNT, JT<2,5

e JT=2,5 (Tabela 1). Os JT=2,5 foram mais velhos comparados aos JNT e
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com os JT<2,5. Valores de CO exalado e de niveis de cotinina no LN de
todos os JNT saudaveis mostraram valores baixos e confirmaram a condicéo
relatada de ndo tabagista. Os tabagistas apresentaram valores elevados de
CO exalado e de concentracdo de cotinina no LN. Comparados com os JNT,
os JT=2,5 apresentaram maior indice de massa corporal (IMC), de
frequéncia cardiaca (FC) e de pressédo arterial sistdlica (PAS). A saturacao

periférica de oxigénio (SpO.) foi similar entre os JNT, JT<2,5 e JT=2,5.

Tabela 1. Analise comparativa de dados demograficos, anos de tabagismo,
carga tabagica, monoxido de carbono (CO) exalado, nivel de cotinina em
lavado nasal e dados clinicos (média + DP, mediana e IQR ou %, quando
apropriados) entre 0s grupos jovens nao tabagistas (JNT), jovens tabagistas
com carga tabagica menor que 2,5 anos-macgo (JT<2,5) e jovens tabagistas
com carga tabagica igual ou maior que 2,5 anos-maco (JT=2,5)

JNT JT<2,5 JT22,5 ANOVA

n =32 n=20 n=20 p
Idade, anos, média (DP) 21 (4)t 19 (2)t 24 (5) <0,001
Género, n masculino, (%) 29 (91) 20 (100) 17 (85) 0,220*
IMC, kg/m*, média (DP) 22,6 (2,6)t 23,4 (2,6) 24,6 (2,5) 0,036
Anos de tabagismo, mediana NA 3 (2)t 7 (5) <0,001*
(IQR)
Anos-mago, mediana (IQR) NA 0,7 (0,9)t 6,0 (4,2) <0,001*
CO exalado, ppm, média (DP) 0,7 (1,1)f 1,5 (0,8)t 9,3 (5,9) <0,001
Cotinina, ng/ml, mediana (IQR) 1,00 (1,05)£+ 8,61 (10,59)F 12,14 (15,61)  <0,001
PAS, mmHg, média (DP) 113 (9)f 114 (10) 120 (7) 0,036
PAD, mmHg, média (DP) 76 (10) 73 (7) 76 (9) 0,489
FC, bpm, média (DP) 64 (13)t 67 (11) 75 (12) 0,001
SpO,, %, média (DP) 97 (1) 97 (1) 97 (2) 0,998

Abreviaturas: IMC, Indice de Massa Corporal, CO, mondxido de carbono exalado, PAS,
pressao arterial sistélica, PAD, pressdo arterial diastodlica, FC, frequéncia cardiaca, SpO,,
saturagdo periférica de oxigénio, NA, ndo se aplica, *, Qui-quadrado, ¥, Teste de Mann-
Whitney, 1, vs JT22,5, £, vs JT<2,5.
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No teste de funcdo pulmonar (Tabela 2) ndo observamos diferencas
significativas nos valores absolutos ou preditos de VEF1, na CVF e no indice

de VEF1/CVF entre os JNT, JT<2,5 e JT=22,5.

Tabela 2. Valores médios (x DP) de volume forgcado expirado no primeiro
segundo (VEF;) absoluto (I) e predito (%), de capacidade vital forcada (CVF)
absoluto (I) e predito (%) e da razdo entre o volume forcado expirado no
primeiro segundo e a capacidade vital forcada (VEF:/CVF) absoluto (I) e
predito (%) e analise comparativa entre 0s grupos jovens ndo tabagistas
(JNT), jovens tabagistas com carga tabagica menor que 2,5 anos-maco
(JT<2,5) e jovens tabagistas com carga tabagica igual ou maior que 2,5
anos-maco (JT22,5)

JINT JT<2,5 JT22,5 ANOVA
n =32 n=20 n=20 valor de p
VEF litros 4,24 (0,62) 4,08 (0,59) 3,93 (0,72) 0,427
VFE4 % predito 96,8 (8,6) 87,7 (15,7) 93,7 (10,9) 0,164
CVF, litros 4,96 (0,86) 5,10 (0,57) 4,94 (0,91) 0,928
CVF % predito 100,5 (9,7) 98,2 (12,1)  103,5 (17,1) 0,677
VEF,/CVF 0,86 (0,07) 0,80 (0,09) 0,80 (0,09) 0,078
VEF/CVF %, predito 94,0 (8,8) 85,2 (9,3) 89,4 (10,3) 0,092

Abreviaturas: VEF4, wlume expirado forcado no primeiro segundo, CVF, capacidade vital
forcada, VEF{/CVF, razdao entre o wlume expirado forcado no primeiro segundo e a
capacidade \ital forgada.

Os resultados individuais das 20 questdes do questionario SNOT-20
estdo na Figura 8. Na pontuacdo total do questionario SNOT-20 ndo houve
diferenca significativa entre os JNT (0,37 + 0,34), JT<2,5 (0,36 = 0,33) e
JT=2,5 (0,63 £ 0,64, p = 0,140). Os JT=2,5 apresentaram maior queixa sobre
tosse (p = 0,05) e secrecdo nasal escorrendo para a garganta (p = 0,016)

quando comparados com os JNT e JT<2,5.

27



Dissertagdo de Mestrado Marina Lazzari Nicola

Figura 8. Resultados das 20 questbes do SNOT-20 dos grupos jovens nao
tabagistas (JNT), jovens tabagistas com carga tabagica menor que 2,5 anos-
maco (JT<2,5) e jovens tabagistas com carga tabagica igual ou maior que
2,5 anos-maco (JT=22,5) por meio do teste Qui-quadrado
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O STT (Figura 9) dos jovens tabagistas (5,9 + 3,1 minutos) foi
significativamente menor quando comparado aos JNT (7,7 £ 4,1 minutos, p =
0,033), sem diferencas entre os tabagistas com menor ou maior carga

tabagica.
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Figura 9. Diferenca do transporte mucociliar nasal por meio do teste de
transito da sacarina entre os jovens nao tabagistas (JNT), jovens tabagistas
com carga tabagica menor que 2,5 anos-macgo (JT<2,5) e jovens tabagistas
com carga tabdgica igual ou maior que 2,5 anos-maco (JT=2,5) por meio do
teste ANOVA

Teste de Tempo de Transito da Sacarina

30 4
25 4

EE— p=0,033
20 - |

15 4

o :

minutos

Tabagistas

Nio tabagistas IT<2,5 JT22,5

Os valores do angulo de contato foram similares entre os jovens

tabagistas (40 £ 9°) e 0s JNT (39 = 6°, p = 0,803).

Figura 10. Angulo de contato entre 0s grupos jovens nio tabagistas (JNT),
jovens tabagistas com carga tabagica menor que 2,5 anos-maco (JT<2,5) e
jovens tabagistas com carga tabagica igual ou maior que 2,5 anos-maco
(JT=2,5) por meio do teste ANOVA

80 Angulo de Contato

60 -

E

20 - .

Tabagistas

JT<2,5 JT22,5
Néo tabagistas

Na andlise do LN encontramos maior nimero de células totais em
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JT<2,5 (48 + 14) e JT=22,5 (37 + 25) comparados aos JNT (24 + 12, p <

0,001), devido ao maior numero de macrofagos (p = 0,001), de células

ciliadas (p = 0,008) e de células caliciformes (p = 0,004) nos JT<2,5 e JT=2,5

guando comparados aos JNT (Tabela 3).

Tabela 3. Analise comparativa de nimero (média + DP ou mediana e IQR,
quando apropriados) de células totais e diferenciais do lavado nasal entre os
grupos jovens ndo tabagistas (JNT), jovens tabagistas com carga tabagica
menor que 2,5 anos-maco (JT<2,5) e jovens tabagistas com carga tabagica

igual ou maior que 2,5 anos-maco (JT=2,5)

JINT JT<2,5 JT22,5 ANOVA

n=32 n=20 n =20 "a":; de

Células totais x10°, mediana (IQR) 24 (12)£+ 48 (14) 37 (25) <0,001
Neutréfilos, mediana (IQR) 0 (0) 0(2) 0(1) 0,692
Eosindfilos, mediana (IQR) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0,691
Linfocitos, mediana (IQR) 1(1) 1(2) 1(2) 0,190
Macrofagos, média (DP) 14 (9)£+ 28 (16) 22 (12) 0,001
Células ciliadas, média (DP) 10 (B)ET 20 (8) 15 (14) 0,008
Células caliciformes, mediana (IQR) 3 (3)ET 4 (4) 2 (4) 0,004

Abreviaturas: £, vs JT<2,5, 1, vs JT=2,5.

As concentragOes de IL-4, IL-6, IL-8 e IL-10 foram similares entre os

grupos (Tabela 4). Porém maior concentracdo de MPO foi encontrada nos

JT<2,5 quando comparados aos JT=2,5 (p = 0,005).
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Tabela 4. Analise comparativa de concentragcdo de citocinas (média £ DP ou
mediana e IQR, quando apropriados) em lavado nasal entre os grupos
jovens nao tabagistas (JNT), jovens tabagistas com carga tabagica menor
que 2,5 anos-maco (JT<2,5) e jovens tabagistas com carga tabagica igual ou
maior que 2,5 anos-maco (JT=2,5)

JNT JT<2,5 JT22,5  ANOVA

n =32 n =20 n =20 "a":’r de

TNF-a, pg/ml, mediana (QR) 0,08 (0,15) 0,19 (0,61t 0,02 (0,03)  0,054€
IL-4, pg/ml, mediana (IQR) 0,46 (0,59) 0,37 (0,27)  0,31(0,89)  0,656€
IL-6, pg/ml, mediana (IQR) 0,06 (0,03) 0,06 (0,03) 0,06 (0,00)  0,197€
IL-8, pg/ml, mediana (IQR) 53,26 (44,89) 117,42 (126,00) 27,31 (41,39)  0,148€
IL-10, pg/ml, mediana (IQR) 0,10 (0,19) 0,22(0,53) 0,16 (0,24)  0,378¢
MPO, ng/ml, média (DP) 21,51 (13,84)¢ 52,44 (15,84 22,84 (21,32) 0,005

Abreviaturas: TNF-a, fator de necrose tumoral alfa, IL-6, interleucina-6, IL-8, interleucina-8, IL-10,
interleucina-10, MPO, mieloperoxidase, £, vs JT<2,5, 1, vs JT=2,5, € Teste de Kruskal-Wallis.

Os valores de pH do EBC (Figura 11) foram menores no grupo
JT=2,5 (7,65 + 0,42) quando comparado com os grupos JT<2,5 (7,83 = 0,26)
e JNT (7,90 £ 0,21, p = 0,038). Encontramos correlacdo significativa entre o
pH do EBC e a carga tabagica (r = -0,47 e p <0,001)(Figural2). Por meio de
analise de regressao linear verificamos um efeito significativo da carga

tabagica sobre a reducéo dos valores do pH do EBC (Figura 13).
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Figura 11. Diferenca de potencial hidrogeniénico (pH) do condensado do ar
exalado entre os grupos jovens ndo tabagistas (JNT), jovens tabagistas com
carga tabagica menor que 2,5 anos-maco (JT<2,5) e jovens tabagistas com
carga tabagica igual ou maior que 2,5 anos-maco (JT=2,5) por meio do teste
ANOVA
Condensado do Ar Exalado
9,0 -

p=0,038

8,5 1

8,0 -

pH

7.5

7,0

6,5 -

Tabagistas

6,0 -

Ndo tabagistas JT<2,5 JT22,5

Figura 12. Associacdo entre carga tabagica (anos-maco) e potencial
hidrogenionico (pH) do condensado do ar exalado por meio de Correlacdo
de Spearman

. r=-047
p <0,001

pH
L]

0 5 10 16 20
anos-mago

Figura 13. Equacéao de potencial hidrogenionico (pH) do condensado do ar
exalado esperado de acordo com a carga tabagica (anos-maco) obtido por
regressao linear

pH esperado do EBC = 7,90 - (0,05 x anos-maco)
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5. Discussao

O presente estudo mostrou que jovens tabagistas assintomaticos
apresentam alteracdes funcionais e inflamatérias nas vias aéreas superiores
e inferiores, especificamente TMC nasal acelerado, aumento do nimero de
células nasais (macrofagos, células ciliadas e células caliciformes), aumento
na concentracdo de MPO e reducgéao do pH do EBC comparados com jovens
ndo tabagistas. Além disso, nGs mostramos que estas alteracdes funcionais
sdo dependentes da carga tabagica, onde para cada ano-mago ocorre uma
reducéo de 0,05 no pH do EBC.

A mucosa nasal € a primeira barreira de defesa do sistema
respiratorio contra agentes inalados e apresenta elementos histologicos em
comum com a mucosa bronquica (Kim e Rubin, 2008). O TMC eficiente
remove particulas e elimina agentes agressores do sistema respiratério
(Nakagawa et al., 2005). O STT foi 0 método utilizado em nosso estudo para
avaliar a eficiéncia do TMC nasal por ser um teste ndo invasivo, simples, de
baixo custo, reprodutivel e é o método utilizado pelo nosso grupo de estudo
ha mais de 10 anos em diferentes condi¢des clinicas (Puchelle et al., 1981,
Nakagawa et al., 2010; Goto et al., 2010; Oliveira-Maul et al., 2013). No
presente estudo os JT apresentaram o STT mais acelerado quando
comparado aos JNT. Possivelmente jovens tabagistas assintomaticos e com
baixa carga tabagica podem apresentar como forma de protecdo aumento
da frequéncia do batimento ciliar e do TMC nasal em resposta ao tabagismo,

porém o envelhecimento e o tempo de exposi¢cdo ao tabaco podem levar a
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reducdo dessa resposta (Agius et al., 1998).

Os dados encontrados na literatura sobre os efeitos do tabagismo
sobre o TMC nasal sé&o controversos. O prolongamento significativo do STT
(35% a 120%) tem sido reportado em estudos com tabagistas crénicos
(Stanley et al., 1986; Karaman e Tek, 2009; Piotrowska et al., 2010; Ramos
et al, 2011), assim como estudos que nao encontraram diferencas
significativas do STT entre tabagistas e ndo tabagistas (Littlejohn et al.,
1992) e entre tabagistas com maior ou menor carga tabagica (Mahakit e
Pumhirun, 1995). Na maioria desses estudos os tabagistas apresentam
idade superior a 40 anos e as comorbidades ndo s&o totalmente
esclarecidas.

Ao avaliarem a frequéncia do batimento ciliar por meio de biopsia
nasal, Zhou et al. (2009) encontraram aumento de 10 a 17% da frequéncia
de batimento ciliar em individuos ndo tabagistas expostos a fumaca do
cigarro quando comparados a individuos ndo expostos. Os autores relataram
que 0 aumento da frequéncia do batimento ciliar poderia representar um dos
primeiros efeitos fisioldgicos da exposicdo a fumaca do cigarro. Estudos
clinicos (Stanley et al.,, 1986; Karaman e Tek, 2009) avaliaram o TMC nasal
de tabagistas e encontraram um prolongamento significativo do STT quando
comparados com individuos ndo tabagistas. A reducdo do nimero de células
ciliadas e/ou alteracdes das propriedades viscoelasticas do muco foram
apontadas como possiveis explicacbes para o prolongamento do TMC nasal
nesses individuos. Mahakit e Punhirun (1995) encontraram diferenca

significativa do STT entre ndo tabagistas e tabagistas, porém néao
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encontraram diferenca ao avaliarem o tempo de tabagismo, menor ou igual a
cinco anos de tabagismo como também ndo encontraram diferengcas quando
compararam o nimero de cigarros fumados por dia, menos ou mais de 20
cigarros por dia. Em analise realizada em nosso estudo comparando o
tempo de tabagismo, menor que cinco anos e igual ou maior que cinco anos,
encontramos diferencas significativas nos valores de STT, sendo que os
voluntarios com maior tempo de tabagismo apresentaram os valores de STT
mais acelerados quando comparados com 0s voluntarios com menor tempo
(dados ndo apresentados). Piotrowska et al. (2010) encontraram correlagcao
positiva entre o STT e o consumo diario de cigarros e observaram que
pacientes tabagistas com diagnostico de DPOC apresentaram TMC nasal
prolongado (16,3 = 1,6 minutos) quando comparados a individuos nao
tabagistas (9,9 + 0,5 minutos) e quando comparados a ex-tabagistas (11,2 £
0,5 minutos).

Outras condicbes como o envelhecimento e patologias associadas
podem influenciar o TMC nasal. Estudo de Ho et al. (2001) mostrou que o
envelhecimento em individuos saudaveis estd associado a reducdo da
frequéncia do batimento ciliar e prolongamento do TMC nasal e que essa
alteracao foi significativa em individuos com idade superior a 40 anos. O
envelhecimento, o diabetes mellitus (DM) e/ou a hipertensdo arterial
sistémica (HAS) séo fatores de risco independentes para o prolongamento
do TMC nasal (Oliveira-Maul et al., 2013). Para cada ano que o individuo
envelhece ocorre um aumento de 2% nos valores do STT e quando o DM

e/lou a HAS estdo associados o risco para o prolongamento do STT é 2,6
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vezes maior.

Em estudo que avaliou o efeito da cessacdo do tabagismo sobre o
TMC nasal, Ramos et al. (2011) mostraram que apods 15 dias de cessacédo
do hébito tabagico até 180 dias de acompanhamento houve uma reducéo
dos valores do STT, sugerindo uma melhora da efetividade do TMC apés a
cessacdo do tabagismo. Na tabela 5 mostramos os valores de STT

encontrados na literatura de individuos néo tabagistas e tabagistas.

Tabela 5. Resultados de estudos de transporte mucociliar nasal por meio do
teste de transito da sacarina em individuos ndo tabagistas e tabagistas
(adaptado com permisséo de Nakagawa et al., 2006)

Autores ind’\iI\c;i((jjios (Iggg; Valor do STT (minutos)
Stanley et al., 1986 27 19-66 N&o tabagistas 11,1+ 3,8
29 19-45  Tabagistas 20,8+ 9,3
Littlejohn et al., 1992 10 >18 Tabagistas 11,7+ 3,3
Alfaro-Monge e Soda-Merhy, 1995 50 Nao tabagistas 10,3
50 ) Tabagistas 13,6
Mahakit e Punhirun, 1995 40 14-68  Nao tabagistas 12,01
40 18-57  Tabagistas 15,5
Nakagawa et al., 2005 8 32+ 14 Nao tabagistas 10,5
32+ 14 Tabagistas 22,0
Karaman e Tek, 2009 20 34+11 Naotabagistas 12,1+1,9
20 33+ 13 Tabagistas 26,4+ 1,8
Piotrowska et al., 2010 21 59+9 Nao tabagistas 9,9+0,5
13 - Tabagistas 16,3+ 1,6
Ramos et al., 2011 33 52 + 14 N&o tabagistas 7 (6-13)
33 49 £+ 12 Tabagistas 14 (8-26)
Habesoglu et al., 2012 15 28+ 11 N&o tabagistas 6,4+1,6
17 28+ 11 Tabagistas 23,6 +12,4

O aumento na producédo e as alteracdes das propriedades fisicas do

muco estdo associados a deficiéncia do TMC nasal em tabagistas e podem
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predispor os individuos a condicbes patologicas (Prescott et al., 1995;
Nakagawa et al., 2005; Button et al., 2013; Oliveira-Maul et al., 2013) devido
ao maior tempo de contato de microorganismos com o epitélio respiratorio.

No nosso estudo os jovens tabagistas ndo apresentaram alteragdo na
propriedade de superficie do muco nasal. Estes resultados sédo similares a
um estudo anterior com jovens tabagistas assintomaticos, que mostrou
aumento de 40% do transporte de secrec¢des pelos cilios e transportabilidade
por alto fluxo idéntico ao muco de nado tabagistas (Rubin et al., 1992). No
entanto, um estudo que avaliou os efeitos da exposicdo ao condensado da
fumaca do cigarro em cultura de células do epitélio nasal de humanos
observou que o muco é transportado de forma ineficiente devido a reducao
da secrecdo de CI, o que leva a reducdo do volume do fluido periciliar,
alteracdo do TMC e consequente alteracdo do transporte do muco (Virgin et
al., 2010).

A inflamac&o nasal e dos seios nasais sdo comuns em pacientes com
DPOC (Kim e Rubin, 2008) e o tabagismo exerce grande efeito sobre o
recrutamento de células inflamatérias. Piotrowska et al. (2010) néao
encontraram diferenca na porcentagem de células em LN entre pacientes
com DPOC e individuos saudaveis, porém encontraram uma tendéncia a
maior nimero de linfécitos nos pacientes com DPOC. Para Hadar et al.
(2009) as principais alteracdes histologicas encontradas entre tabagistas e
ndo tabagistas sdo principalmente o maior nimero de ceélulas caliciformes e
aumento da espessura do epitélio respiratério. Em lavado broncoalveolar de

individuos tabagistas, Karimi et al. (2012) encontraram correlacdo
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significativa entre a carga tabagica e o nUmero de células totais no lavado
broncoalveolar assim como maior nimero de macrofagos, linfécitos e
neutréfilos quando comparados com individuos ndo tabagistas e ex-
tabagistas. Nos utilizamos o LN para avaliar a inflamacéo das vias aéreas
superiores por meio da contagem total e diferencial de células e pela
concentragcdo de citocinas que sdo moduladoras da inflamacdo nas vias
aéreas (Amin et al.,, 2003). N6s encontramos no nosso estudo aumento no
nimero de células totais no LN de jovens tabagistas quando comparados
aos JNT e aumento do numero de macréfagos, células ciliadas e
caliciformes em LN de JT<2,5 em comparacdo aos JNT. Provavelmente, o
maior numero de células encontradas no lavado nasal possa ser
considerado como uma resposta de reparo e/ou de protecdo em resposta a
exposicao aos produtos do cigarro como fundamentado por Gaworski et al.
(1998) em seu trabalho com cultura de células nasais de ratos sob acdo de
fumaca do cigarro.

Em nosso estudo encontramos maior concentracdo de MPO no LN
em JT<2,5 em comparacdo aos JNT, no entanto ndo encontramos
diferencas significativas na concentracdo de outros mediadores
inflamatérios. A MPO ¢é produzida principalmente pelos neutrofilos e
macréfagos que sao ativados em resposta ao processo inflamatério. O
tabagismo aumenta o0 nimero e a atividade dos neutréfilos, macrofagos e
eosinofilos aumentando a liberacdo de mediadores inflamatorios (Floreani e
Rennard, 1999). Em tabagistas que ndo apresentaram sintomas graves em

vias aéreas, Andelid et al. (2007) encontraram em amostras de sangue
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periférico maior concentracdo de MPO e o consideraram como um marcador
de inflamacdo sistémica. Hurst et al. (2006) encontraram aumentos
significativos nas concentracbes de IL-6 e MPO em lavado nasal e nas
concentragbes de MPO em escarro induzido em pacientes com DPOC
exacerbado comparado com pacientes com DPOC estavel. Porém nao
encontraram associacdo entre inflamacdo das vias aéreas e inflamacédo
sistémica.

Pesci et al. (1998) encontraram maior numero de células
inflamatdérias como também maior concentracdo de IL-8 e MPO em lavado
brénquico de tabagistas com diagnéstico de DPOC quando comparados com
individuos ndo tabagistas e encontraram correlacdo significativa entre os
mediadores inflamatérios, que séo capazes de danificar o epitélio bronquico.
Outro método utilizado em nosso estudo para auxiliar na avaliagdo da
inflamacg&o das vias aéreas superiores e inferiores foi o pH do EBC (Tanou
et al., 2009; Papaioannou et al., 2010). A analise do pH do EBC é de baixo
custo e pode auxiliar no entendimento da patofisiologia de doencas
respiratorias (Kostikas et al., 2002) além de ser um método ndo invasivo e
reprodutivel (Vaughan et al., 2003), porém pode apresentar limitacbes
metodoldgicas que interferem em seu uso clinico (Horvath et al., 2005).

O EBC contém biomarcadores de estresse oxidativo e de inflamacéao
como o peroxido de hidrogénio, os isoprostanos e as citocinas, sendo que as
concentracbes destes biomarcadores sao influenciadas pelas doencas
respiratérias e pelas intervencbes terapéuticas (Horvath et al., 2005;

Hoffmeyer et al., 2009). A faixa de valores de pH do EBC em individuos nao
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tabagistas € de 7,80 a 8,20 (Koczulla et al., 2009; Koczulla et al., 2010; Lin et
al,, 2011; MacNee et al.,, 2011). Valores inferiores refletem acidificacdo do
fluido de revestimento do epitélio respiratério (Paget-Brown et al., 2006),
como também podem refletir a inflamacéo nas vias aéreas inferiores devido
ao estresse oxidativo com liberacdo de ambnia, um agente irritativo para as
vias aéreas e liberacdo de mediadores inflamatérios em resposta aos
produtos do cigarro (van der Vaart et al, 2004; Koczulla et al., 2010;
Papaioannou et al., 2010). Estudos mostram que tabagistas assintomaticos
apresentam reducéo significativa do pH do EBC quando comparados com
nao tabagistas saudaveis (Hoffmeyer et al., 2009; Koczulla et al., 2010). No
nosso estudo, nés mostramos que os JT22,5 apresentaram valores menores
do pH do EBC quando comparados aos JT<2,5 e com 0os JNT e que essa
reducdo estad associada com a carga tabagica. Tabagistas com maior carga
tabagica (superior a 10 anos-macgo) apresentaram maior redugdo nos
valores do pH do EBC (7,40), valor semelhante encontrado em pacientes
com DPOC estavel (7,36), nos casos de pacientes com DPOC exacerbada
os valores encontrados séo cerca de 7,05 (Koczulla et al., 2010).

Na tabela 6 mostramos os valores de pH do EBC encontrados na
literatura em individuos néo tabagistas, tabagistas e individuos com doencas

respiratorias.
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Tabela 6. Resultados de estudos de potencial hidrogeniénico (pH) de
condensado do ar exalado em individuos ndo tabagistas e tabagistas e em
doencas respiratorias (com permissao de Lima et al., 2013)

Idade

Autores Aparelho (anos) Valor do pH
Kostikas etal., 2002 Manufaturado 34+8 Na&otabagistas 7,57 (7,51-7,64)
31+6 Asma 7,43 (7,35-7,52)
32+9 Bronquiectasia 7,11 (7,04-7,19)
54+8 DPOC 7,16 (7,09-7,23)
Koczulla et al., 2009 ECoScreen 34+2 Na&ao tabagistas 8,27+0,19
61+5 DPOC 7,97 £0/48
25+6 Asma 8,20+0,2
30+6 Gripe 7,56 +0,77
Hoffmeyer et al., 2009 ECoScreen 18-60 N&o tabagistas 7,59 (7,28-7,73)
20-56  Tabagistas 7,14 (5,70-7,43)
Koczulla et al., 2010 R-Tube 32+ 10 Na&o tabagistas 8,16 (0,22)
38+ 12 Tabagistas 7,40 (2,26)
68+8 DPOC estavel 7,36 (1,10)
69+ 12 DPOC exacerbado 7,05 (2,70)
Papaioannou etal., 2010 ECoScreen 65+7 Tabagistas 7,24 (7,09-7,54)
65+ 10 DPOC 7,21 (7,02-7,44)
62+ 10 Tabagistas+DPOC 7,50 (7,40-7,66)
68+9 Extabagistas+DPOC 7,16 (6,89-7,36)
Linetal.,, 2011 Manufaturado 22+1 Na&o tabagistas 7,98 +0,08
38+10 DPOC 581+0,51
MacNee etal., 2011 R-Tube 58+ 9 NA&o tabagistas 7,59+0,44
58+ 9 Tabagistas 7,18 +0,85
63+7 DPOC 7,29+0,60

Em nosso estudo os JT assintomaticos ndo apresentaram alteracao
da funcédo pulmonar, possivelmente as alteracées precoces que ocorrem nas
vias aéreas ndo sdo detectadas pela espirometria.

Estudo de van Schayck et al. (2002) mostrou que o envelhecimento e
sintomas como a tosse cronica aumentam o risco de individuos tabagistas
desenvolverem obstrucdo brénquica, com prevaléncia de 15% entre 35 e 40

anos chegando a 50% na faixa etaria de 61 a 70 anos. A presenca de
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sintomas como tosse crbnica e o aumento da producdo de muco podem
auxiliar na identificacdo de individuos em risco para desenvolver DPOC (de
Marco et al., 2007). Cerveri et al. (2003) encontraram maior prevaléncia de
tosse crbnica e hipersecrecdo em adultos jovens do sexo masculino com
idade entre 22 e 40 anos. Em nosso estudo os JT=2,5 apresentaram maior
queixa sobre tosse e secrecdo nasal escorrendo para a garganta quando
comparados aos JNT e JT<2,5. Em estudo de Piotrowska et al. (2010),
pacientes com diagnéstico de DPOC apresentaram queixas similares ao
nosso estudo, aproximadamente 92% apresentaram queixa de tosse e cerca
de 80% apresentaram queixa de secrecgdo nasal escorrendo para a garganta
e nariz escorrendo.

Brevemente, sabe-se que a cessacdo do tabagismo é a estratégia
indicada para a reducdo de sintomas respiratorios, a reducdo da inflamacéo
das vias aéreas e a melhora da fungcdo pulmonar. Estudos em individuos
com idade média de 40 anos relatam que em trés meses de cessacao ocorre
reducdo da presenca (Eagan et al.,, 2004) e da gravidade (Stein et al., 2005)
de sintomas respiratérios. Em pacientes com média de idade de 50 anos, 0s
principais beneficios da cessacao do tabagismo séo relatados em um ano de
cessacdo como melhora do VEF; (Scanlon et al, 2000), reducdo da
metaplasia de células caliciformes e reducdo da quantidade de muco
comparados aos individuos tabagistas (Swan et al., 1992) e reducdo da
inflamacéo nas vias aéreas em tabagistas assintomaticos (Willemse et al.,
2005).

NOs mostramos em nosso estudo que o tabagismo causa alteracdes

42



Dissertagdo de Mestrado Marina Lazzari Nicola

funcionais e inflamatérias em jovens tabagistas assintomaticos e que essas
alteracoes estdo associadas a carga tabagica. Dessa forma, nossos
resultados podem contribuir no entendimento dos efeitos precoces do
tabagismo em jovens assim como auxiliar na fundamentacdo da cessacéo

do tabagismo em jovens assintomaticos.
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6. Conclusodes

Os resultados do nosso estudo permitem concluir que:
1) Tabagistas assintomaticos com idade igual ou inferior a 35 anos
apresentam alteragcdes do transporte mucociliar nasal, inflamacéo nasal e
inflamacéo de vias aéreas inferiores comparados com jovens ndo tabagistas
de mesma faixa etaria e
2) Ha associacdo entre carga tabagica e inflamacdo em vias aéreas

inferiores nos jovens com idade igual ou inferior a 35 anos.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo - FMUSP

MEDICINA

[&5P
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

APROVACAO

0 Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de 5io Paulo, em sessio de 24/04/2043. APROVOLT o Protocolo
de Pesguisa w0 14713 intiulade: “EFEITOS DO TABAGISMO SOERE O
TRAWSPORTE MUCOCILIAR WASAT, PROPRIEDADES FISICAS DO
MMITTC, PH DO CONDENSADD DO AR EXATATHD, PH.
CELULARTDADE, CITOCINAS E PROTEOMICA EM LAVADWD MASAL ™
apresentado pelo Departamento de FISIOTERAPIA, FONOAUDIOLOGIA
E TERAPLA OCTUPACIONAT

Cabe ao pesquisador elaborar e apresemtar ac CEP-
FMUSFE, os relatorios parcials e final sobre a pesquisa (Besolucio do
Conselho ¥Nacional de Sands n® 196, de 10/10/1996, inciso L2, letra
i

Fesquisador (a) Responsavel: Waomi Eondo ¥akagawa
Pesquisador (a) Executante: Marina Lazzari Micola

CEP-FMUSP, 24 de Abril de 2013,

fz; (.-{,-L{.'. fga LAY

Frof. Dr. Roger Chammas
, . Coordenador )
Comite de Etica em Pesquilsa

Comiil de Efca em Pesquiza da Sacuidade de Madoing
e-malk pep Imipus . Or
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Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

FACULDADE DE MEDICINADA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU

RESPONSAVEL LEGAL
N O . et e et e et e e et e e et e e et e e ean e e aannnn
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N : ..o SEXO Mo F o
DATA NASCIMENTO: ........ A [......
ENDEREGO ...uiiiiiiiiii ettt e N° ........ APTO: ...,
BAIRRO ... . CIDADE
............................................................. CEP: e
TELEFONE: DDD (............ ) P
2. RESPONSAVEL LEGAL ...ttt ea e
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etC.) .......cocoviiiiiiiiiiiiiiieiii e,
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.....ccocvviiiiiieeiiiieeeieeeenn, SEXO: Mo Fao
DATA NASCIMENTO.: ...... [oo... [.....
NI O L Ne ......... APTO: ....
BAIRRO: ..oieiiiiei e CIDADE: ................ CEP
TELEFONE: DDD (............ ) T

DADOS SOBRE A PESQUISA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: efeitos do tabagismo sobre o transporte
mucociliar nasal, propriedades fisicas do muco, pH do condensado do ar exalado, pH,
celularidade, citocinas e proteémica em lavado nasal

2. PESQUISADORES: FT. Marina Lazzari Nicola e DRA. Naomi Kondo Nakagawa.
CARGO/FUNGAO: FISIOTERAPEUTA E PROFESSORA DE  FISIOTERAPIA

(respectivamente)

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° CREFITO 145633-F e CREFITO 5076-F

UNIDADE DO HCFMUSP: LABORATORIO DE POLUICAO ATMOSFERICA

EXPERIMENTAL FMUSP

3. AVALIAQAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMOX RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o

4. DURACAO DA PESQUISA : abril de 2013 a abril 2015.
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FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

1 — O presente projeto avaliara: (a) o TMC nasal por meio do teste de sacarina, (b) as
propriedades fisicas do muco por meio de angulo de contato e transportabilidade por tosse,
(c) pH, celularidade total e diferencial, citocinas e proteébmica em LN e (d) o pH em
condensado do ar exalado em pacientes tabagistas, ndo-tabagistas e ex-tabagistas.

2 — Se o(a) Sr(a). concordar em participar do estudo, faremos uma avaliagdo com aplicagdo
de questionarios sobre seus dados pessoais, que demora em torno de 15 minutos, e um
questionario de sintomas nasais, seguidos de exame fisico para medida de presséao arterial,
oximetria de pulso, temperatura corporal, frequéncia respiratéria e frequéncia cardiaca. Em
seguida, werificaremos qual a narina desobstruida para o teste da sacarina. Colocaremos 5
graos de sacarina no nariz € marcaremos com crondmetro o tempo que Sr(a). referir sentir o
gosto do adocante na garganta. Em seguida, coletaremos o muco nasal com ajuda de um
pincel. Depois faremos o teste do lavado nasal onde colocaremos 5 ml de soro fisiolégico
por meio de uma seringa no seu nariz e o(a) Sr(a). ficara 10 segundos sem respirar €
dewlver em um pote o soro fisiolégico do seu nariz. Para a coleta do condensado do ar
exalado o Sr(a). respirara pela boca durante um periodo de 10 a 15 minutos, conectado a
um aparelho por um bocal descartavel. Também coletaremos 6 ml de sangue periférico.

3 — Nao ha qualquer obrigatoriedade da sua participagdo neste estudo. Da mesma forma, a
qualquer momento o(a) Sr(a). podera deixar de participar do estudo, sem que isto traga
qualquer prejuizo ao Sr(a). Os riscos do estudo sdo praticamente inexistentes, as
avaliagdes ja foram utilizadas em criangas, jowens, idosos e inclusive em pacientes
gravemente enfermos. Além disto, contara com a ajuda para quaisquer esclarecimentos por
parte da equipe de saude que acompanhara todo o estudo.

4 — Os graos de sacarina colocados no nariz podem causar leve sensagao de doce no final
do teste ou wontade de espirrar no inicio. A coleta do muco do nariz pode fazer o Sr(a).
sentir uma leve coceira no nariz. No teste do lavado nasal, o(a) Sr(a). podera sentir pequeno
desconforto de ficar sem respirar por 10 segundos. Para a coleta do condensado do ar
exalado precisara segurar o equipamento de peso menor que 0,5 Kg com uma mao durante
o periodo de 10-15 minutos. Na coleta de sangue que sera realizada por um especialista,
o(a) sr(a). podera sentir um pouco de dor no local da pungéo da agulha.

5 — Nao ha beneficio direto para o(a) Sr(a). Os resultados desse estudo poderao contribuir
no entendimento dos efeitos do habito de fumar sobre o sistema respiratério do corpo.

6 — O(a) Sr(a). tem garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. Os principais
investigadores sdo a Dra. Marina Lazzari Nicola e a Dra Naomi Kondo Nakagawa, que
podem ser encontradas no Laboratério de Defesa Pulmonar. Av. Dr. Arnaldo, 455 - 1° andar,
sala 1150; Telefone: 11 30618529 (Dra. Naomi) e 11 987610175 (Dra. Marina) E-mail:
marinanicola@usp.br. Se o(a) Sr(a). tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua FAX: 3069-
6442 ramal 26 — E-mail: cappesg@hcnet.usp.br e Comité de Etica em Pesquisa da
Secretaria Municipal da Saude - (CEP/SMS)- Rua General Jardim, 36 1° andar Tel: 3397-
2464 | Fax: 33972465 ou E-mail: smscep@gmail.com.

7. E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo.

8. Direito de confidencialidade — As informagdes do(a) sr(a) serdo analisadas em conjunto
com outros pacientes, e ndo sera diwlgada a sua identidade;

9. Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas ou de
resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

10. Despesas e compensagdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer
fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensagéo financeira
relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absonida
pelo orgamento da pesquisa.

11. Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para
esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo "EFEITOS DO TABAGISMO SOBRE O
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TRANSPORTE MUCOCILIAR NASAL, PROPRIEDADES FISICAS DO MUCO, PH DO
CONDENSADO DO AR EXALADO, PH, CELULARIDADE, CITOCINAS E PROTEOMICA
EM LAVADO NASAL”.

Eu discuti com a Dra. Marina Lazzari Nicola sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propo¢sitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo é isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo woluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento
a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de
qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Senigo.

Assinatura do paciente/representante legal
Data / /

Assinatura da testemunha

Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores
de deficiéncia auditiva ou visual.

Declaro que obtive de forma apropriada e woluntaria o Consentimento Liwve e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participagao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo
Data / /
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Anexo 3. Questionario European Community Respiratory Health
Sourvey — ECRS Screening Questionnaire

Para responder a estas questdes, por favor, escolha a resposta apropriada e
se vocé nao estiver com certeza, por favor, responda “nao”.

1. Vocé teve chiado ou aperto no peito alguma vez nos ultimos 12 meses?
Se a resposta for “ndo”, va para a questao 2. Se “sim”

1.1 Quando vocé teve chiado, sentiu falta de ar junto?

1.2 Quando vocé teve falta de ar, sibilos (chiado no peito) estavam
sempre presentes?

1.3 Vocé teve chiado e sibilos (chiado no peito) mesmo quando nao
estava resfriado?

2. Vocé acordou com a sensacao de aperto no peito alguma vez nos
altimos 12 meses?

3. Vocé acordou por causa de uma crise de falta de ar nos ultimos 12
meses?

4. Vocé acordou por causa de uma crise de tosse nos ultimos 12
meses?

5. Vocé teve uma crise de asma nos ultimos 12 meses?

6. Vocé esta usando no momento algum medicamento (incluindo
inalagcfes, bombinhas ou comprimidos) para asma?

7.Vocé tem alguma alergia no nariz incluindo rinite alérgica a flores?
8. Qual é a sua data de nascimento?
9. Qual é a data de hoje?

10. Seu sexo é masculino ou feminino?
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Anexo 4. Questionario de informagodes gerais sobre a saude

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO INDIVIDUO DA PESQUISA

Nome: Identificagao:
RG: DN: / / ldade: Altura: Peso:
Endereco:

Bairro: Cidade: Estado: CEP:
Telefone: (_) Celular: (_) Estado civil:

Grau de escolaridade: Profissao:

Local de trabalho:
Moradia: alvenaria ( ) outros
Animais dentro de casa: ( ) gato ( ) cachorro ( ) aves ( ) roedores ( ) outros:

HAS ( ) medicamentos: Quanto tempo:
DM () medicamentos: Quanto tempo:
DPOC ( ) medicamentos: Quanto tempo:
Depresséo ( ) medicamentos: Quanto tempo:
Outras: Quanto tempo:
Internagdes hospitalares prévias (Quando? Por qué?):

Infecgdo respiratdria: () Ndo ( ) Sim —Antibidtico: Quando:
Tabagista: ( ) Sim ( ) Nao Quantos cigarros por dia? Ha quantos anos?
Dieta (restricdes):

Faz acompanhamento médico? ( ) Sim ( ) Ndo Com qual frequéncia? Local:

Segue corretamente a orientagdo médica? ( ) Sim ( ) Ndo Machuca-se com frequéncia: ( ) Sim ( ) Nao
Realiza alguma atividade fisica? ( ) Ndo ( ) Sim Qual?/Duragéo:
Afastamento do trabalho? ( ) Sim ( ) Ndo Motivo e tempo:

DATA OBSERVAGAO

Horario

STT

Narina

PA

FC

Sp02

TO

f

CO exalado

CO Hb

Umidade

T° Ambiente

Células Totais

Angulo de contato

pH EBC
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Anexo 5. Questionario SNOT-20

Q Gruro DE RiNoLOGIA DO HosPmaL pas CLiNICAS Da USP
f MNOME: SEXO:

RGHC: IpapE: _ TELEFONE: (__) -

AVALIACAO DE RESULTADOS NASOSSINUSAIS. (SNOT-20

Vocé encontrard abaivo uma lista de sintomas & conssqléncias sociais & emocionais da sua
rincssinusite. Gostariamos de saber mais sobre estes problemas & padimos que respondesse
85 seguintes perguntas da melhor maneira poesivel. MGo ha respostas cerles ou erradas e
somente vocé pode nos dar essas informagdes. Por gentileza, d& uma note para ssus
problemas conforme ss apresenfaram nas duas dOlimas semanas. Obrigado por sua
participagio. Caso tenha alguma divida, pega a nosea ajuda imediatamente.

w
1. Considerando a gravidade do problema, gquando E E i E E E z
aparece e a freqiencia com que acontece; dé uma .E i
nota para cada item abaixo de acordo com o grau } i i i ;‘
de intensidade do problema. Faga um circulo 20 s i 'g i
redor do MAUMER gue corresponde o gue voos ]
sante. |Ise a escala ao lado: i £
1. Necessidade de assoar o nanz. ] 1 2 3 4 H O
2 Espimos (1] 1 2 3 4 5 [}
3 Harz escomendo ] 1 2 3 4 H O
4. Tosse ] 1 2 3 4 L m|
5. Seceepdo nacal escomends para 3 ganganta ] 1 2 3 [} 5 O
6 Secregao nasal grosa ] 1 2 3 4 H O
7. Owvido tampado ] 1 2 3 4 H O
3. Towiura (1] 1 2 3 4 5 [}
9. Dor de Cuvido ] 1 2 3 4 H O
10, Dod press3o na face ] 1 2 3 4 5 O
14. Dificuldade de pegar no cone 0 1 2 3 4 5 O
1% Acordar duramie a moite ] 1 4 3 4 H O
13, Faltz de uma boa noite de sone ] 1 2 3 4 5 O
14. Acordar camsado ] 1 2 3 4 H O
4%. Fadiga ] 1 2 3 4 H O
16. Produtividade diminuida (1] 1 2 3 4 5 [}
17 Bn-u-aﬁo reduzida 0 1 2 3 4 5 O
18. Frustrade | Inguictol Imiado ] 1 4 3 4 H m|
4% Trist ] 1 2 3 4 5 O
2. Emvergonhado com a doenga ] 1 2 3 4 H O

L

2 Favor marcar os itens mais impariantes que estio prejudicands sua sadde (makmo de 5 itens)
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