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RESUMO

A rinite alérgica (RA) é definida como uma inflama¢dao da mucosa nasal, resultando em
sintomas nasais que incluem rinorréia, obstrugao, prurido e espirros. O fator de crescimento
neural (NGF) estd envolvido na fisiopatologia de inflamagdo alérgica. Solugdes salinas
nasais em diversas concentracdes tém sido usadas para prevenir ou reduzir sintomas
alérgicos, porém as concentracOes ideais das solucdes de cloreto de sédio nasal ainda ndo
estdo bem estabelecidas na literatura disponivel. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito
das solugdes salinas: isotonica (ISO), hipertonica 3% (HIPER) e agua destilada (HIPO) em
pacientes com RA persistente, comparando os escores clinicos dos sintomas nasais,
avaliacdo do escore olfativo e a expressdao génica de NGF como marcador inflamatério do
conteudo celular nasal e considerando temperatura e umidade nos diferentes periodos em
que utizaram as solucdes. Trinta (30) pacientes com diagnéstico de RA persistente
iniciaram o estudo, porem apenas 13 terminaram. Os pacientes foram divididos em 3
grupos aleatorizados que utilizaram as 3 solucdes: ISO, HIPER e HIPO em 3 periodos
diferentes (P1, P2 e P3). Os critérios clinicos de avaliagdo dos sintomas eram avaliados por
meio de “Questionario Validado”, onde somava-se o total do escore dos sintomas nasais
(TESN). Para a avaliacdo do sintoma olfato era aplicado um escore olfativo de 0 a 8§ com
diluicdes de esséncia de eucalipto. Foi realizada coleta de material da mucosa nasal para o
estudo da expressdao génica de NGF por meio de Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR).
Os resultados observados neste estudo foram que no P1, os pacientes apresentaram melhora
do TESN (p=0.004), quando comparada com a HIPER. Tanto o grupo que iniciou o
tratamento com a solucdo ISO (p= 0,056), quanto o grupo que iniciou com HIPO (p=
0,063) tiveram uma tendéncia de melhora quando comparada com a HIPER. Todos os
grupos no P1 apresentaram melhora do escore olfativo. O grupo que iniciou com a soluc¢io
HIPER mostrou valores de expressao de NGF significativamente maiores (p=0,023).
Conclui-se entdo, que as solugdes salinas podem ser utilizadas como tratamento adjuvante
na RA, pois melhorou os sintomas e melhorou o escore olfativo, porém a solu¢do HIPER

aumentou expressao de NGF na mucosa nasal.
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ABSTRACT

Allergic rhinitis (AR) is defined as inflammation of the nasal mucosa, resulting in
nasal symptoms including rhinorrhea, obstruction, itching and sneezing. Neural growth
factor (NGF) is involved in the pathophysiology of allergic inflammation. Nasal saline
solutions, at various concentrations, have been used to prevent or reduce allergic
symptoms, but the ideal concentration of nasal sodium chloride solutions are not well
established in the literature. The objective were to evaluate the effect of salt solutions such
as isotonic (ISO), hypertonic (3% NaCl — HYPER) and hypotonic (sterile distilled water -
HYPO) in patients with persistent allergic rhinitis, comparing clinical scores of nasal
symptoms and olfactory score, as well as NGF expression as an inflammatory marker of
nasal cell content. Thirteen (13) patients of thirty (30) with diagnosed persistent AR were
divided into three randomized groups that used three solutions: ISO, HYPO and HYPER,
during three periods (P1, P2 and P3). Clinical evaluation criteria of symptoms were
determined by a validated questionnaire that evaluated the total nasal symptom score
(TNSS). Nasal mucosa material was collected to analyze NGF expression assessed by the
Polymerase Chain Reaction (PCR). The results were: patients showed an improvement in
TNSS (p = 0.004) during the first period. The group that began treatment using the ISO
solution (p = 0.056), as well the group that started using the HYPO (p = 0.063) showed a
trend of improvement in TNSS, when compared with the HYPER group. All groups
showed improvement in olfactory score during de first period. With regard to NGF gene
expression, the group treated with the HYPER solution showed significantly higher levels
(p=0.023) of expression compared with patients treated with the other nasal solutions. The

conclusion was that the salt solutions may be used as adjuvant therapy in AR, due to the
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fact that they improve symptoms and olfactory score. Hyper saline solution can increase the

expression of NGF in nasal mucosa.
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1. INTRODUCAO

1.1.Anatomia e Fisiologia Nasal

O nariz se projeta anteriormente na linha mediana da face (1).0 aspecto externo do
nariz pode ser comparado com uma pirdmide de trés lados, coberto por musculos e pele. O
0sso nasal compde a maior parte da pirdmide e forma o terco superior do nariz, o ter¢o
médio é composto de cartilagens laterais superiores e o terco inferior da pirimide pela
cartilagem alar. O topo desta piramide € implantado na testa e denominado glabela. A base
da piramide contém as duas narinas e entre elas existe um septo membranoso denominado
columela. Sua estrutura forte protege as estruturas internas da cavidade nasal e sua mucosa
sensivel (2)

A cavidade nasal estende-se antero-posteriormente das narinas as coanas (2).

O septo nasal, o qual é formado por cartilagens e ossos corresponde a parede medial
da cavidade nasal e a divide em duas metades. A parte cartilaginosa € formada pela lamina
quadrangular com juncao das cartilagens alares no dpice do nariz. A parte dssea consiste na
lamina perpendicular do etméide e do vomer (3).

Os cornetos aumentam a superficie da mucosa da cavidade nasal, facilitam a
umidificacdo, regulam a temperatura e filtram o ar inspirado (1). Do ponto de vista
embrioldgicos, os corneto médio e superior correspondem a extensdo do ossos etmoide,
enquanto o corneto inferior € uma estrutura separada, anexada por sua borda superior da
parede nasal. A porcdo anterior do corneto inferior interfere diretamente na entrada do
fluxo aéreo e sua cauda, em caso de hipertrofia, pode reduzir significativamente o tamanho
coanal. Qualquer alteracdo anatomica ou fisioldgica pode influenciar significativamente a
resisténcia nasal. O contato entre a concha inferior e o desvio do septo pode ser responsavel
pela obstrucdo nasal unilateral. A hipertrofia da por¢ao anterior do corneto € classicamente
visto na rinite alérgica. O complexo osteomeatal. Localizado abaixo do meato médio,
contém os orificios de drenagem do seio frontal, células etmoidais e seios maxilares. Os

seios paranasais sdo quatro pares de cavidades aéreas localizados nos ossos da face,
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denominados: frontais, maxilares, etmoidais e esfendides de acordo com a localizaciao de
suas estruturas (2).

No interior da cavidade nasal, podem ser observadas trés diferentes dreas,
conhecidas como vestibulo, drea respiratéria e area olfatéria, com diferentes tipos de
epitélio, conforme regido considerada (2).

O vestibulo nasal € uma pequena dilatagdo no nariz, corresponde ao primeiro terco
da cavidade nasal, € composto pelo epitélio plano estratificado colunar ciliado e por uma
lamina prépria de tecido conjuntivo denso. Nesse local existem pélos e glandulas cutaneas,
que constituem uma primeira barreira a entrada de particulas grandes nas vias aéreas (3).

Nos dois ter¢os posteriores, a cavidade nasal é revestida pelo epitélio pseudo-
estratificado colunar ciliado ou tipo respiratério, qual € composto por quatro tipos celulares:
células colunares ciliadas responsaveis pela producao de trifosfato de adenosina (ATP) e
batimento ciliar, células caliciformes ou células produtoras de muco e células basais. Este
epitélio repousa sobre uma lamina basal e uma lamina prépria fibrosa rica em glandulas do
tipo misto, cuja secrecdo ajuda a manter imidas as paredes das cavidades nasais.

A drea olfatoria, responsavel pela sensibilidade olfativa, estd localizada na parte
superior da cavidade nasal, composto pelo epitélio pseudo-estratificado, que contém células
olfativas, células basais e as glandulas de Bowman (2, 3).

Os odores atingem o epitélio olfativo através do nariz ou orofaringe, onde a funcio
€ essencial para a apreciagdo do sabor dos alimentos. Sdo detectados quando se ligam a
proteinas receptoras presentes nos receptores dos neurdnios olfativos. Essas informagdes
sensoriais sdo enviadas para o Sistema Nervoso Central, e os receptores dos neurdnios
expressam o receptor de proteinas e convergem para o bulbo olfativo. Este processo garante
a transferéncia de um sinal de odor dado a um conjunto especifico de células no bulbo
olfativo (4).

O nariz tem um papel importante na respiracdo e olfato. Nos individuos sauddveis, o
ar inspirado € filtrado, aquecido e umidificado pela mucosa nasal garantindo a protecdo das
vias aéreas inferiores. Uma parte da cavidade nasal também tem um papel na ressonancia.
A mucosa nasal tem um papel especifico no sistema de defesa primério contra alérgenos,

7z

microorganismos, € outras substincias irritantes. Esta defesa € realizada pela resposta
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imune inata referente a barreira pelo transporte mucociliar e imune especificas celular e
humoral (2).

O fluido nasal é uma substancia heterogénea produzida pela mucosa nasal derivada
dos olhos ou seios paranasais. O muco também é produzido por pequenas glandulas
produtoras de muco ou células caliciformes. O muco adere microorganismos e particulas
inertes deslocando-as pela superficie epitelial até atingir a faringe pelo batimento ciliar
sincronico (1). Tal mecanismo representa o principal componente da limpeza mucociliar e
exerce importante fun¢ao na defesa do trato respiratério (1, 5).

A mucosa nasal € inervada por dois caminhos sensoriais aferentes distintos: o nervo
olfatdrio, o qual envia informagao para sensacdes do olfato; e o nervo trigémeo o qual envia
ampla variedade de informagdes sobre temperatura, tato, fluxo aéreo, obstrucdo e
quimiosensibilidade. Os nervos sensoriais nasais sdo 0s principais responsaveis pela
ativacao dos sintomas associados a inflamagao nasal (6).

A microvasculatura do nariz consiste em uma densa rede de capilares subepiteliais
com comunicacdes entre as células endoteliais. Os vasos, quando distendidos bloqueiam o
limen nasal e quando nao, facilitam a passagem do ar. A mucosa nasal pode contrair ou
expandir rapidamente por alteragdes do volume sanguineo em resposta a estimulos neurais,
mecanicos, térmicos e quimicos (7). Mudangas de volume sanguineo regulam a resisténcia
ao fluxo aéreo nasal. Na maioria dos individuos sob condi¢des normais, essa alteracdo do
volume sanguineo resulta em alternincia ritmica entre congestdo e descongestio da

mucosa, definida como ciclo nasal (8-10).

1.2.Rinite Alérgica

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide e o grupo ARIA (Allergic Rhinitis and
its Impact on Asthma), a rinite alérgica (RA) acomete entre 10 e 40% da populagdo
mundial (1). H4 uma maior prevaléncia em paises tropicais. No Brasil, a prevaléncia varia
entre 7% e 25% (11).

Embora, ndo seja classificada como doenca grave ou de risco de vida, é considerada

problema de sadde publica, que pode resultar em custos médicos elevados e morbidade
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elevada que interferem na qualidade de vida e a produtividade no trabalho (12-14). Os
custos diretos do tratamento da rinite alérgica e os custos indiretos relacionados a perda de
produtividade laboral resultantes da doenca sdo significativos e substanciais (15).

A rinopatia alérgica estd associada a uma variedade de condi¢cdes de comorbidade,
incluindo asma, sinusite, otite média, polipose nasal, conjuntivite alérgica e infeccdes do
trato respiratério inferior. (15, 16).

Virios fatores de risco tém sido descritos em diferentes estudos, sendo a maioria
deles associado a mudancas no estilo de vida, como tendéncia a climatiza¢do de ambiente
fechados com animais domésticos e tabagismo passivo; exposicdo ambiental a certos
agentes alérgenos, contribui¢do de agentes infecciosos, além de fatores sdcio-econdmicos.
A contribui¢do de fatores ambientais, fatores imunoldgicos e genéticos no desenvolvimento
da rinite alérgica estd bem estabelecido (17).

A rinite pode ser observada como grupo heterogéneo de desordens nasais
caracterizada por um ou mais dos seguintes sintomas: espirros, prurido nasal, rinorréia,
obstru¢do nasal e drenagem pods-nasal (1, 18, 19) que sdo desencadeados ndao sé por
alérgenos, mas por fatores ambientais irritantes (20). Estes ocorrem devido a interacdo entre
mediadores inflamatdrios e estruturas neural, vascular e glandular no nariz (21).

Pode ser classificada em infecciosa, alérgica, ocupacional, induzida por drogas,
hormonal, idiopética e outras causas (1), sendo a RA o tipo mais comum de rinite cronica
(22).

Recentemente, a rinite foi classificada clinicamente de acordo com o tempo e
circunstancias da exposi¢do aos alérgenos. Essa nova classificacdo utiliza sintomas e
parametros de qualidade de vida, estd baseada na duracdo das manifestacdes clinicas
(intermitente ou persistente), quanto a gravidade (leve ou moderada-grave dependendo da
intensidade dos sintomas) considerando seu impacto sobre a qualidade de vida dos
pacientes (1, 23, 24).

Ap6s minutos de exposicao ao alérgeno, mastdcitos sensibilizados por IgE liberam
mediadores inflamatérios como a histamina, proteases, leucotrienos, prostaglandinas e
citocinas. Alguns desses mediadores produzem os sintomas da fase precoce da RA. Outros
estimulam a infiltracdo de células inflamatérias como baséfilos, eosinoéfilos, neutréfilos,

mastocitos recém sintetizados e células mononucleares. Este infiltrado de células
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inflamatorias e a liberagdo subseqiiente de seus mediadores sustentam a reac¢ao inflamatoéria

com o continuo recrutamento de células inflamatdrias e produzem a fase tardia da RA (16).

1.2.1. Diagnéstico da RA

O diagnéstico de RA € baseado na relacdo entre a histéria tipica de sintomas
alérgicos e testes diagndsticos, que se baseiam na demonstracdo da sensibilizacdo ao
alérgeno especifico IgE na pele (teste cutaneo) ou no sangue (IgE especifico) (11).

A avaliagdo diagndstica do paciente com rinite deve incluir a observacdo dos
sintomas especificos, o padrdo dos sintomas (intermitente, sazonal ou perene), identificacao
dos fatores desencadeantes, resposta a medicagdes, condigdes co-existentes, € a historia
detalhada das condi¢des ambientais, incluindo exposi¢des domésticas, ocupacionais (18) e
histéria familiar.

A rinoscopia anterior permite visualizar o ter¢o anterior da via aérea nasal,
incluindo a por¢do anterior do corneto inferior (e ocasionalmente a por¢do anterior do
corneto médio), e porcoes do septo nasal. Em individuos com RA observa-se
freqiientemente edema de cornetos, mucosa pdlida ou hiperemiada além de drenagem pés-
nasal. Em associacdo com a RA outros achados devem ser considerados como conjuntivite
bilateral, escurecimento infra-orbital, e algumas vezes o aparecimento de uma persistente
prega horizontal sobre o nariz. Em alguns casos, técnicas especiais como endoscopia nasal,
medidas de pico de fluxo inspiratério, rinometria acustica ou rinomanometria para avaliar a
funcdo da via aérea pode ser util na avaliacio de pacientes com sintomas de rinite(18).

A citologia nasal fornece informacao valiosa sobre as células da mucosa nasal (25),
entretanto, nao existe consenso sobre a utilizagdo rotineira da citologia no diagndstico da

rinite (18).
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1.2.2. Citologia Nasal

A citologia nasal ajuda no melhor entendimento dos mecanismos dos sintomas, da
fisiopatologia e de doengas especificas. Auxilia no diagndstico das rinopatias e sua
classificacdo, acompanha a evolu¢do da doenca e a resposta a diferentes intervencodes
terapéuticas e pode nos ajudar na informacdo de partes menos acessiveis do sistema
respiratério como as vias aéreas inferiores. Este procedimento € bem tolerado, de facil
execucdo e de facil acesso podendo ocorrer sensacdes desagraddveis, mas transitorias (25).

As informacdes da citologia nasal sdo decorrentes de células colhidas do epitélio de
revestimento da mucosa nasal (26). Parte dessas informagdes € determinada por eventos
celulares que ocorrem no tecido celular (25, 27).

As células que infiltram a mucosa respiratoria nasal podem ser quantificadas e
identificadas. Sdo elas: eosindfilos, mastdcitos, neutrofilos, linfocitos, basoéfilos e células
caliciformes. Em individuos sauddveis podemos encontrar células epiteliais numerosas,
incluindo colunares ciliadas e ndo-ciliadas, caliciformes e basais. Poucas bactérias podem
ser vistos em amostra da por¢do anterior do corneto inferior(25).

O sucesso deste procedimento depende da coleta nasal obtida adequadamente, da
preparacdo e coloracdo apropriadas da amostra, e da interpretacdo do material por um
profissional experiente (25, 28).

Existem vérios métodos de coleta e a escolha depende do objetivo do estudo, da
idade do paciente, do nimero de coletas a serem realizadas e do local a ser coletado (25,

26).

1.2.3. Neurotrofinas

As neurotrofinas sao um grupo de polipeptidios com fator de crescimento que sao

essenciais para o desenvolvimento € manuten¢do do sistema nervoso vertebral (29, 30).

Levi-Montalcini (1952) descobriu uma neurotrofina que induz o crescimento neuronal e a

nomeou de fator de crescimento neural (NGF) (29).
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O NGF estd bem caracterizado como fator neurotréfico essencial para a
sobrevivéncia, manutencdo e desenvolvimento dos neurdnios no sistema nervoso central.
Acdes bioldgicas do NGF sdo mediados por receptores de alta e baixa afinidade, que apds
ligados esses receptores ativam uma cascata de eventos morfoldgicos e bioquimicos em
suas células alvos (31). E uma neurotrofina liberada nos tecidos inflamatérios, entretanto,
condi¢des inflamatérias podem levar ao aumento da produgdo da expressdo de NGF na
mucosa nasal (20, 32-36).

Nas vias aéreas, a inflamacdo leva a uma hiperresponsividade e esta pode estar
atribuida ao aumento da reagcdo neural. A neurotrofina NGF é expressa e liberada por
diversos tipos de células que participam ativamente do processo inflamatério alérgico e
produz alteragdes bioldgicas que pode aumentar a responsividade neural nas vias aéreas
(14) e sdo responsaveis por sintomas em pacientes com alergia (34).

O NGF é encontrado em varias células como mastocitos (20, 34), eosinoéfilos (20,
36-38). Essas células obtidas da mucosa nasal expressam mRNA para NGF. A proteina
NGF também ¢é encontrada no fluido nasal e apresenta-se aumentada em individuos com

RA (39).

1.2.4. Tratamento

O controle ambiental, reduz a exposicdo ao alergeno, é considerada estratégia
basica de extrema relevancia no tratamento da RA com repercussao sobre a progressao da
manifestacdo clinica da RA (40). Contudo, nos casos de rinite persistente apenas a
profilaxia pode ndo ser suficiente necessitando de outras medidas terap€uticas.

O tratamento da RA pode incluir combinacdo de anti-histaminicos, corticoides
topicos nasais e solugdes salinas para lavagem da mucosa nasal (41), mais comumente
utilizados sao medicamentos de uso tdpico intranasal e via oral. A resposta a droga ocorre
durante um tratamento em longo prazo (1).

Agentes adrenérgicos (como pseudoefedrina) reduzem a obstrucdo nasal e
aumentam o tonus venoso e arterial nos vasos da mucosa, entretanto quando administrados

via oral sdo limitados pelos efeitos adversos e contra indicagdes. Descongestionantes nasais
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como a oximetazolina agem rapidamente, mas apresentam efeito de congestdo rebote com
uso prolongado. Corticosterdides nasais e anti-histaminicos sdo alternativos de tratamento
que aliviam a maioria dos sintomas da rinite alérgica, porém os corticéides nasais também
aliviam a obstrucdo nasal, e anti-histaminicos sdo considerados menos eficazes na
obstrucdo nasal que em outros sintomas da rinite alérgica (42).

Diversos estudos demonstraram que os corticosterdides podem atenuar a expressao
e a liberacdo de citocinas pro inflamatérias das células epiteliais das vias aéreas e s@o
eficazes na reducao do numero de células de Langerhans, mastocitos, eosinodfilos,
interleucina 4 (IL-4), e linfécitos T helper 2 (Th-2). Clinicamente, podem reduzir a
congestdo nasal e melhorar o sono, além disso, reduzem a sonoléncia, fadiga e distirbios do
sono. A administracdo tépica do medicamento proporciona baixa biodisponibilidade
sistémica, por isso, corticosteroides sdo considerados seguros e tem minima influéncia na
supressdo adrenal (43, 44). Atualmente, é considerado medicamento de primeira escolha no
tratamento de rinite alérgica em adultos (44-47). Quando administrados sistemicamente, 0s
corticosterdides estdo associados a numerosos efeitos adversos, entretanto, a utilizacdo
intranasal tem sido designada tanto para otimizacao do efeito tépico, quanto para minimizar
efeitos colaterais (48).

Solugdes salinas isotOnicas e hipertdnicas tém sido usadas em vdrios estudos como

tratamento coadjuvante para minimizar os sintomas da rinite alérgica e rinossinusite (49).

1.2.5. Solugoes Salinas

Solugdes salinas nasais em diversas concentracdes t€m sido usadas para prevenir ou
reduzir sintomas alérgicos. Embora os resultados sejam controversos, a irrigacdo nasal
melhora sintomas e, muitas vezes diminui a quantidade de medicamentos prescritos (49).

A solugdo salina tépica em diferentes concentragdes de cloreto de sédio tem sido
utilizada amplamente no tratamento das rinopatias, melhorando a depuragdo mucociliar da
mucosa nasal (50, 51), qualidade de vida e sintomas clinicos da rinite alérgica,

provavelmente exercendo um efeito antinflamatorio na mucosa nasal (52, 53).
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O método de aplicagao e a concentragdo ideal das solucdes de cloreto de sddio nasal

ainda ndo estdo bem estabelecidos na literatura disponivel.
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2. HIPOTESE:

O uso de solucdes salinas no tratamento da Rinopatia Alérgica Persistente podem ser

benéficos.
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3. OBJETIVOS:

Geral:

Avaliar o efeito da aplicac@o nasal de diferentes solugdes salinas: isotonica cloreto de s6dio
0,9% (ISO), e hipertonica cloreto de sédio 3% (HIPER) e da dgua estéril (HIPO) em
pacientes com rinopatia alérgica persistente (RAP).

Especificos:

1. Comparar os escores clinicos dos sintomas da rinopatia

2. Estudar a expressdo génica da neurotrofina NGF como marcador inflamatério, do

conteudo celular nasal

3. Comparar os escores olfativos.
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4. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

4.1: Modelo de estudo clinico

O estudo foi estruturado como aleatorizado, cego e de trés bragos com intervencao
cruzada onde eram testadas trés solu¢des de aplicacdo nasal: solugdo isotdonica de cloreto de
sédio 0,9% (ISO), solucdo hipertonica de cloreto de sédio 3% (HIPER) e dgua estéril
(HIPO), gentilmente cedidas pelo Aché Laboratérios Farmacéuticos S.A. A condutividade
dessas solucdes foi medida por meio do condutivimetro CD-21 Tecnal Digimed, sua
calibragdo foi realizada com cloreto de sédio 0,0001 mol/L - 111,8um/cm, a uma
temperatura de 20°C. Os valores da condutividade das solugdes estdo descritos na tabela 1,

pagina 26.
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Tabela 1. Condutividade das solu¢des nasais.

Solucao ISO 11,01 mS/cm
Solu¢cdao HIPER 32,98 mS/cm
Solucdao HIPO 3,65 uS/cm
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4.2.Comité de ética em pesquisa

O projeto de pesquisa, com o protocolo 125695 e o termo de consentimento, foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNICAMP de Campinas, credenciado pela
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) - Conselho Nacional de Satide/MS.

4.3.Critérios de Inclusao:

Pacientes adultos, totalizando 30, com idade entre 15 e 38 anos, de ambos 0s sexos,
acompanhados no Ambulatério de Imunologia Clinica, Hospital de Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas (HC-UNICAMP) com diagndstico de Rinopatia
Alérgica Persistente (RAP) segundo os critérios estabelecidos pelo grupo ARIA (1).

Todos eram submetidos ao teste epicutineo de leitura imediata com resultado
positivo (didmetro da papula >3mm com extratos padronizados) e dosagem sérica da IgE
total. Os pacientes que estavam em ftratamento com corticoide topico nasal foram
orientados a interromper o tratamento duas semanas antes de iniciar o estudo proposto.

Os pacientes eram divididos em 3 grupos: grupo 1 (G1), grupo 2 (G2) e grupo 3
(G3). Cada individuo utilizou as 3 solucdes, cada uma em um periodo de 8 semanas,
denominadas: periodo 1 (P1), periodo 2 (P2) e periodo 3 (P3), entre os periodos foi feito
um intervalo de 1 semana sem medicamento. O G1 utilizou primeiro a soluc¢do ISO no P1,
depois as solugdes HIPER no P2 e HIPO no P3, respectivamente. O G2 iniciou com a
solugdo HIPO no P1, depois ISO no P2 e HIPER no P3 e o G3 iniciou com a solugdo
HIPER no P1, depois HIPO no P2 e ISO no P3. Tabela 2 (pagina 28):
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Tabela 2. Divisao dos grupos

P1 Intervalo P2 Intervalo P3
8 semanas 1 semana 8 semanas 1 semana 8 semanas
Gl ISO HIPER HIPO
G2 HIPO ISO HIPER
G3 HIPER HIPO ISO
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Os pacientes eram orientados a utilizar a solu¢do indicada aspergindo 2 vezes em
cada narina, equivalente a 100ulL/aplicacdo, nos periodos da manha, tarde e noite e se
houvesse qualquer tipo de intercorréncia os mesmos eram orientados a procurar o
ambulatério de Imunologia Clinica do HC-Unicamp e/ou os pesquisadores do estudo.

Os pacientes tiveram esclarecidas todas as dividas e assinaram espontaneamente o

termo de Consentimento Livre e Esclarecido para participag¢ao no estudo.

4.4.Condicoes Climaticas

Durante o estudo eram obtidos valores da Temperatura (T) e Umidade (U) do
Centro de Pesquisas Meteoroldgicas e Climédticas Aplicadas a Agricultura (CEPAGRI),

localizado no campus da Universidade Estadual de Campinas.

4.5.Critérios clinicos de avaliacao e seguimento quanto a aplicacao das solucoes na

mucosa

Os sinais e sintomas eram avaliados por meio de “Questiondrio Validado”
considerando: coriza nasal; espirros; obstru¢do nasal e prurido nasal, segundo O grupo
ARIA ordenados em gravidade pelos pesquisadores e, denominado:

“Escore Clinico de Acompanhamento” onde:

0 = auséncia de sintomas (ndo apresenta sinais ou sintomas evidentes)
1 = sintomas leves (sinais/sintomas claramente presentes, mas tolerados facilmente)
2 = sintomas moderados (sinais/sintomas presentes, que incomodam, porém toleraveis)

3 = sintomas graves (sinais/sintomas dificeis de tolerar causando interferéncia nas

atividades de vida didria e/ou sono)

O questiondrio era aplicado antes e apds o uso de cada solucao. O total dos escores
dos sintomas nasais (TESN) era somado, conforme recomendado pelo FDA (54) em escala

de variagdo de 0 a 12, para posterior analise.
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4.6.Escore Olfativo:

Para a avaliacdo do sintoma olfato era aplicado um escore olfativo de O a 8. Para
pontuar os escores eram utilizados vdrios frascos preparados com esséncia de eucalipto
diluida em diversas proporcdes, onde o frasco com o conteido mais diluido, correspondia
ao escore 8 e 0 mais concentrado ao escore 1, conforme tabela 3, na pagina 30. Dessa
maneira o paciente era orientado a identificar a esséncia. Era fornecido a ele primeiramente
o frasco mais diluido, se ele ndo conseguisse identificar o aroma, era fornecido outro frasco
mais concentrado, seguindo a ordem da tabela 3, pdgina 31. Caso o paciente ndo
conseguisse identificar a esséncia ele recebia a pontuacdo zero. Com objetivo de minimizar
erros durante a avaliacdo olfativa e os pacientes ndo serem induzidos a identificarem a
esséncia de eucalipto utilizada na primeira avaliacdo. Nas reavaliacdes, além dos frascos
diluidos com esséncia de eucalipto, eram fornecidos ao paciente alguns frascos com agua e
esséncia de canela também diluida nas mesmas concentracdes que a esséncia de eucalipto
para que o paciente identificasse e reconhecesse o aroma, porém a esséncia de eucalipto era

a que consideramos para a avaliagdo olfativa.
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Tabela 3. Escores olfativo:

0

1

2

3

4

5

6

7

8

anosmia

1:500

1:1000

1:2500

1:5000

1:10000

1:50000

1:100000

1:250000

Diluic¢des de esséncia de eucalipto e escores olfativos.
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4.7.Coleta de material da mucosa nasal

Os pacientes eram orientados a realizar a higiene nasal com aproximadamente 10
mL de soro fisiolégico em cada narina para remover a secrecido. Apds as células da mucosa
nasal eram coletadas por meio de escova delicada (similar a utilizada em coleta de material
uterino) com um movimento rotacional cuidadoso para ndo provocar danos a mucosa. A
escova era introduzida na narina junto ao meato médio.

A escova com o material coletado era transferida para um tubo livre de RNAse
contendo solu¢do de preservacdo (Guanidina Tiocianato - Fenol — Cloroférmio) para
extracdo de RNA total, agitando cuidadosamente e “escovando” a parede do tubo. Apds o

material era congelado a -80° para posterior anélise.

4.8.Extracio de RNA Total (RNAT)

As amostras de RNA total eram extraidas das células nasais, através do método de
Guanidina Tiocianato - Fenol - Cloroférmio (55) conforme descri¢do a seguir:

As células nasais eram respectivamente agrupadas e homogeneizadas em solugdo de
extragdo de RNA, 4M guanidina tiocianato contendo 2-mercaptoetanol (Sigma) e 0,5%
sarcosil pH 7,0. Para a separacdo das proteinas dos dcidos nucléicos adicionava-se volume
igual de solucdo Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico (25:24:1). A seguir, esta mistura era
agitada vigorosamente formando emulsdo e centrifugada por 5 minutos a temperatura
ambiente, a 10.000 x g, recuperando-se a fase aquosa (superior). Repetia-se a extracdo com
Fenol: Cloroférmio: Alcool Isoamilico até que ndo houvesse proteinas na interfase. A
retirada do excesso de fenol era realizada pela extracio com Cloroférmio-Alcool Isoamilico
(24:1). O RNA na fase aquosa era precipitado pela adi¢cdo de 3 volumes de etanol absoluto
e acetato de sddio pH 5.2, na concentra¢do final de 0,3M. Esta preparacdo era mantida a -
80°C por 48 horas.

Para a precipitacio do RNAT a preparagdo era centrifugada a 10.000 x g por 20

minutos a 4°C. Ao precipitado celular, era adicionada 40ul de dgua ultrapura estéril
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preparada com Dietil Pirocarbamato (DEPC, Sigma Co, St Louis, EUA) e armazenando a -

80°C.

4.9. Analise do RNA Total Extraido

A qualidade do RNA total extraido era analisada através da relacdo entre suas
leituras em espectrofotdmetro (Spectramax 190, Molecular Devices, EUA) nos
comprimentos de onda de 260nm e 280nm. Eram consideradas adequadas as amostras com
relacdo entre 1.6 e 1.8.

A quantificagdo do RNA total era feita através da férmula:

(densidade optica a 260nm/0,025) x diluicdo de leitura/1000= RNA pg/ul.

4.10. Transcricao Reversa do RNA total Extraido (cDNA)

A sintese do cDNA era realizada a partir de Sug de RNA total. Para a realizacdo
PCR de transcri¢ao reversa (RT-PCR), adicionava-se a amostra 0,5ul de Oligo d(pt) e dgua
ultra pura em quantidade suficiente para 28ul. Aquecia-se os tubos com as respectivas
amostras em termocicladora (GeneAmp® 9700, Perkin Ellmer, EUA) por 10 minutos a
65°C e resfriava-se para 4°C por 5 minutos.

Para permitir a ligacdo complementar dos primers ao RNA, adicionava-se 21uL de
solucdo de reacdao (10uL de tampao Super RT, SuLL de ANTP mix 0,5mM, SuL. de DTT
0,1M e 1uL de RNAsin) seguidos da incubac¢do por 2 minutos a 42°C. Ap0s adi¢do de 1uL
de enzima Super Transcriptase reversa (500U), a reacdo processava-se em termocicladora
nas condic¢des: 42°C por 50 minutos, 70°C por 15 minutos, resfriamento da amostra até 4°C
(adaptado de LIAE) (56).

Ap6s a ultima etapa, as amostras com volume de 50uLL eram armazenadas a -20°C

como DNA complementar (cDNA).
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4.11. Expressao génica de NGF por meio de Reacao de Polimerase em Cadeia

(PCR)

O procedimento padrdo de PCR era realizado adicionando-se ao tubo de reacdo,
2uL de amostra de cDNA, 100ng de primer 5' sense, 100ng de primer 3' anti-sense, 45uL
de solucdo de reacdo (SuL de tampao Taq polimerase - Thermus aquaticus DNA
polimerase gene (Invitrogen, EUA); SuL. de dNTP mix 5nM, 1,5uL de MgCl, 50mM e
33.5uL de é4gua ultra pura) e 1uL de 6leo mineral. Em seguida os tubos contendo as
misturas de cDNA eram transferidas para termocicladora programada para as seguintes
condi¢des: Desnaturacio a 94°C por 2 minutos, 80°C por 5 minutos para aplicacdo de 1uL
da enzima Taq polimerase, Pareamento 58°C por 45 segundos, Extensdo dos primers a
72°C por 90 segundos, Desnaturacdo dos primers a 95°C por 45 segundos, 40 ciclos,
extensdo final 72°C por 10 minutos, temperatura de espera 4°C. Os produtos dos PCR eram
armazenados a -20°C (57). Os primers utilizados com suas seqiiéncias descritas na tabela 4,
pagina 35, obedeciam a estratégia sense e anti-sense.

Beta-actina (gene estrutural) era empregada como controle interno do preparo de
RNA total, transcri¢do reversa ¢ PCR: As co-amplificagcdes dos cDNA, utilizando-se os
primers especificos, eram analisados através de eletroforese em gel de agarose 2% e
revelados com brometo de etidio, através de excitacdo em UV e documentado através da
captacao das imagens dos géis através de sistema de captacdo de imagem. Para a semi-
quantificagdo, as dreas de pixel determinadas pela intensidade de cada banda serdo
comparadas com as da beta-actina. Os valores serdo normalizados e transformados em
Unidades arbitrarias (pixel index) através da seguinte formula: Unidades arbitrarias = pixel

(amplicons amostras / amplicon gene estrutural do respectivo grupo) x 100.

34



Tabela 4: Primers utilizados com suas seqiiéncias descritas abaixo obedeciam a estratégia

sense e anti-sense: pb= pares de bases.

Primer Sense (5’ - 3°) Anti-sense (5’ - 3°) Produto
NGF TGAAGCCCACTGGACTAAA ACCTCCTTGCCCTTGATG 372 pb
B actina | GGG TCA GAA GGA TTCCTA TG | GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG 237 pb
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4.12. Analise Estatistica

O programa computacional estatistico utilizado foi o SPSS versdao 16 licenciado
pela Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

Para analisar a T e U entre os periodos era utilizado o teste estatistico de Friedman e
Wilcoxon. Para analisar as varidveis TESN, escores do olfato e express@ao de NGF com as
solucdes ISO, HIPER e HIPO e entre os periodos P1, P2 e P3 utilizou-se o teste estatistico
ndo paramétrico de Kruskall-Wallis, Tukey e Bonferroni.

Para a comparagdo das varidveis numéricas entre os 3 grupos e entre as 3 avaliagdes
foi utilizado modelo de efeitos mistos, andlise de variancia (ANOVA) para medidas
repetidas para experimento do tipo crossover, seguida de teste de comparacdo mdltipla de
Tukey para comparar os grupos em cada momento, e o teste de perfil por contrastes para
analisar a evolugdo entre os tempos em cada grupo. Devido a auséncia de distribui¢do
Normal, as varidveis foram transformadas em postos (ranks).

Foi analisado o teste de efeito carryover, com os resultados do teste ANOVA.

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja,

p<0,05.
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S. RESULTADOS

5.1. Seguimento do estudo

30 pacientes selecionados iniciaram o estudo, 16 continuaram até o segundo
periodo, mas somente 13 completaram o estudo. Os motivos da desisténcia foram:
pacientes que nao suportaram ficar sem o uso do corticéide topico ou apresentaram
exacerbacdo dos sintomas, pacientes que fizeram uso inadequado das solugdes ou que
abandonaram o estudo por outros motivos. Apds o término do estudo os pacientes foram

reavaliados e reencaminhados ao tratamento ambulatorial.

5.2. Condicoes climaticas (umidade e temperatura) durante o estudo.

Valores obtidos da Umidade (U) média, minima e maxima em porcentagem (%) e
da temperatura (T) média, minima e maxima em graus Celsius (°C) por periodo estdo
representados graficamente nas figuras 1 (pagina 39) e figura 2 (pdgina 40)
respectivamente. Cada periodo correspondeu a oito semanas de tratamento com um
intervalo de uma semana sem tratamento. O P1 corresponde aos dias 1 a 57 compreendidos
entre 7 de agosto e 2 de outubro de 2007, abrangendo as estacdes climaticas do ano final do
inverno e inicio da primavera. Os dias 58 a 64 representam uma semana de intervalo. O P2
com 55 dias (dias 65 a 120), compreendidos entre 10 de outubro e 3 de dezembro de 2007,
envolve a estacdo do ano primavera. Dias 121 a 127 representam o intervalo de uma
semana. P3 tem 55 dias (dias 128 a 183) compreendidos entre 11 de dezembro de 2007 e 3
de fevereiro de 2008, incluindo a estacdo do ano final da primavera e verdo. Os dias 184 a
190 foram destinados para reavaliar os pacientes que terminaram o estudo e dar
continuidade ao seguimento ambulatorial.

A andlise estatistica realizada para avaliar a U, revelou que no P1 tanto a U minima
quanto a média e a maxima foram menores que no P2 e P3 com p= 0,0001. Entre P2 e P3

nao houve diferenga significativa (figura 3, pigina 41).
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Para as varidveis T minima, média e mdxima, somente na T minima houve diferenca
significativa com p= 0,0001, revelando valores de temperaturas mais baixas no P1 (figura

4, pagina 42). Entre P2 e P3 ndo revelou diferenca significativa.
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Figura 1. Representacdo grafica da umidade (U) em porcentagem (%), minima (min), média (med) e mdxima (max) nos periodos 1, 2
e 3 (P1, P2 e P3). P1 = dias 1 — 57 (tratamento), dias 58 — 64 (intervalo); P2= dias 65 — 120 (tratamento) e 121 — 127 (intervalo) e P3=

dias 128 — 183 (tratamento) e 183 — 190 (reavalia¢do). Fonte: CEPAGRI — Centro de Pesquisas Meteoroldgicas e Climaticas aplicadas
a Agricultura- Unicamp.
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Figura 2. Representacdo grifica da temperatura (T) em graus Celsius (°C), minima (min), média (med) e maxima (max) nos periodos
1,2 e 3 (P1, P2 e P3), onde P1 = dias 1 — 57 (tratamento) e 58 — 64 (intervalo); P2= dias 65 — 120 (tratamento) e 121 — 127 (intervalo)
e P3= dias 128 — 183 (tratamento) e 183 — 190 (reavaliacdo). Fonte: CEPAGRI — Centro de Pesquisas Meteoroldgicas e Climaticas

aplicadas a Agricultura- Unicamp
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Figura 3. Representacdo grafica por meio de Box-plot da umidade minima, média e maxima em porcentagem (%), entre P1, P2 e P3.
Andlise estatistica baseada no teste de Friedman e Wilcoxon, considerando diferenca significativa valores de p < 0,05. (*p=0.0001).
Os pontos no P3 da umidade minima e média e o ponto no P1 da umidade maxima representam os valores que tiveram um desvio

extremo em relagdo a média.
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Figura 4. Representagdo gréfica por meio de box-plot da temperatura minima, média e maxima em em graus Celsius (°C), entre P1, P2
e P3. Andlise estatistica baseada no teste de Friedman e Wilcoxon, considerando diferenca significativa valores de p < 0,05. (*p =
0.0001). Os pontos no P2 e P3 da T minima representam os valores que tiveram um desvio extremo em relacdo a média, assim como o

ponto no P3, da T média e os pontos no P2 e P3, da T méixima.
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5.3. Total dos escores dos sintomas nasais (TESN).

O TESN pré e pos tratamento de cada paciente com as solucdes ISO, HIPER e
HIPO estdo representados graficamente (figura 5, pagina 44) por periodo (P1, P2 e P3) e
por grupo (G1, G2 e G3). A mediana encontra-se em destaque e pontilhada.

Cada grupo: G1, G2 e G3 foram analisados individualmente entre P1, P2 e P3
(tabela 5, pagina 45). O G1 que utilizou a solugd@o ISO (P1), solucdo HIPER (P2) e solu¢do
HIPO (P3), revelou tendéncia (p= 0,056) de melhora do TESN com a solu¢do ISO, quando
comparada com a HIPER. O G2 que iniciou o estudo com HIPO (P1), ISO (P2) e HIPER
(P3), revela que também hd uma tendéncia (p= 0,063) de melhora do TESN com a solucdo
HIPO quando comparada com a HIPER. O G3 que iniciou o tratamento com HIPER (P1),
HIPO (P2) e ISO (P3) mostra que ndo ha diferenca significativa entre as solucdes
utilizadas.

Quando analisamos cada periodo (P1, P2 e P3), os resultados obtidos da andlise
estatistica que estdo representados na tabela 6, pagina 46 mostram que ndo hda diferencga
significativa entre os grupos G1, G2 e G3.

O TESN também foi analisado entre as solucdes ISO, HIPO e HIPER, independente
do periodo e grupo (figura 6, pagina 47). Nao ha diferenca significativa (p=0,160) entre as
solucdes.

Ao avaliar o TESN por periodo independente da solugdo utilizada (figura 7, pagina
48) observou-se que no P1 houve melhora do TESN com p=0.004. Entre P2 e P3 ndo houve

diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 5.

Representacdo grafica do total dos escores dos sintomas nasais (TESN) de cada paciente pré e pds tratamento com as

solucdes isotdonica (ISO), hipertonica 3% (HIPER) e dgua estéril (HIPO) por grupos 1 (G1), 2 (G2) e 3 (G3) e periodos 1 (P1),2 (P2) e

3 (P3). A linha pontilhada em destaque representa a mediana.
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Tabela 5. TESN pré e p6s tratamento com as solucdes ISO, HIPER e HIPO. Andlise de

cada grupo entre os periodos.

P1 P2 P3 p valor
Gl | ISO | X | HIPER | X | HIPO | 0,056
(n=9) (n=7) (n=5)

G2 | HIPO | X | ISO | X | HIPER | 0,063
(n=8) (n=5) (n=5)

G3 | HIPER | X | HIPO | X | ISO 0,415
(n=4) (n=4) (n=3)

Andlise estatistica considerando os grupos (G1, G2 e G3) entre os periodos (P1, P2 e P3).
Cada periodo teve duracdo de 8 semanas de tratamento e entre um periodo e outro hd um
intervalo de uma semana. Anadlise estatistica baseada no teste de Kruskal-Wallis,

considerando diferenca significativa valores de p < 0,05 (*).
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Tabela 6. TESN pré e p6s tratamento com as solucdes ISO, HIPER e HIPO. Andlise de

cada periodo entre os grupos

P1 P2 P3
Gl 1ISO HIPER HIPO
(n=9) (n=7) (n=5)
X X X
G2 HIPO 1ISO HIPER
(n=8) (n=5) (n=5)
X X X
G3 HIPER HIPO ISO
(n=4) (n=4) (n=3)
p valor= | 0.936 0,493 0,710

Andlise estatistica dos periodos (P1, P2 e P3), entre os grupos (G1, G2 e G3). Os grupos
utilizaram diferentes solucdes em cada periodo. Andlise estatistica baseada no teste de

Kruskal-Wallis, considerando diferenca significativa valores de p < 0,05 (*).
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Figura 6. Representacdo grifica formato Box-plot entre as solugdes ISO, HIPO e HIPER.
Os valores negativos do eixo (diferencas TESN) revelam melhora do TESN. Andlise
estatistica baseada no teste de Kruskal-Wallis, considerando diferenca significativa valores

de p < 0,05 (¥).
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Figura 7. Representacdo grafica por meio de Box-plot entre os periodos 1, 2 e 3,
independente da solugdo utilizada. Os valores negativos do eixo (diferencas TESN)
significam melhora do TESN. Andlise estatistica baseada no teste de Kruskal-Wallis,
considerando diferenca significativa valores de p < 0,05. (¥*p=0,004). O ponto no P3

representa valor com desvio extremo em relacdo a média.
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5.4. Total do escore do olfato.

O escore do olfato pré e pds-tratamento de cada paciente estdo representados
graficamente (figura 8, pigina 50) por periodo (P1, P2 e P3) e por grupo (G1, G2 e G3). A
mediana encontra-se em destaque e pontilhada.

A tabela 7, pagina 51, mostra a andlise do escore do olfato dos grupos G1, G2 e G3
entre os periodos P1, P2 e P3. Todos os grupos apresentaram melhora do olfato no P1, o G1
(p=0,034), G2 (p=0,031) e G3 (p=0,021).

A tabela 8, pdgina 52, mostra a andlise realizada de cada periodo (P1, P2 e P3) entre

os grupos G1, G2 e G3 ndo ha diferenca significativa
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Figura 8. Representacdo grafica do total do escore do

hiperténica 3% (HIPER) e dgua estéril (HIPO) por grupos 1 (G1), 2 (G2) e 3 (G3) e periodos 1 (P1), 2 (P2) e 3 (P3). A linha

pontilhada em destaque representa a mediana.

olfato de cada paciente pré e pos tratamento com as solucgdes isotonica (1ISO),

50




Tabela 7. Escore do olfato pré e pds tratamento com as solucdes ISO, HIPER e HIPO.

Andlise de cada grupo entre os periodos.

Pl P2 P3 p
Gl | ISO | X | HIPER | X | HIPO | ¥0,034
(n=9) (n=T7) (n=5)

G2 | HIPO | X | ISO | X | HIPER | #0,031
(n=8) (n=5) (n=5)

G3 | HIPER | X | HIPO | X ISO *0,021
(n=4) (n=4) (n=3)

Andlise estatistica dos grupos (G1, G2 e G3) entre os periodos (P1, P2 e P3). Cada periodo
teve duracdo de 8 semanas de tratamento e entre um periodo e outro hd um intervalo de

uma semana. Andlise estatistica baseada no teste de Kruskal-Wallis, considerando diferenca

significativa valores de p < 0,05 (*).
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Tabela 8. Escore do olfato pré e pés tratamento com as solucdes ISO, HIPER e HIPO.

Andlise de cada periodo entre os grupos

P1 P2 P3
Gl 1ISO HIPER HIPO
(n=9) (n=7) (n=5)
X X X
G2 HIPO 1ISO HIPER
(n=8) (n=5) (n=5)
X X X
G3 HIPER HIPO ISO
(n=4) (n=4) (n=3)
p valor= [ 0,654 0,844 0,754

Andlise estatistica dos periodos (P1, P2 e P3), entre os grupos (G1, G2 e G3). Os grupos
utilizaram solugdes diferentes em cada periodo. Andlise estatistica baseada no teste de

Kruskal-Wallis, considerando diferenca significativa valores de p < 0,05 (*).
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5.5. Expressao génica da neurotrofina NGF.

A expressao génica da neurotrofina NGF pré e pds tratamento com as solugdes 1SO,
HIPER e HIPO estdo representados graficamente (figura 9, pédgina 54) com valores
expressos em unidades arbitrarias (UA) de cada paciente que participou do estudo por
grupos G1, G2 e G3 e por periodos P1, P2 e P3. A mediana encontra-se em destaque e
pontilhada.

Os resultados obtidos da andlise estatistica da expressao de NGF pré e pds
tratamento com as solugdes ISO, HIPER e HIPO, representados na tabela 9, pagina 55,
demonstra que ndo houve diferenca significativa para os grupos G1, G2 e G3, quando
avaliados entre os periodos.

Em cada periodo foi analisado a expressao de NGF entre os grupos G1, G2 e G3
(tabela 10, pagina 56) e revelou que ha diferenca significativa (p=0,023) somente no P1 e
que o G3 que utilizou a solucio HIPER tem valores de expressio de NGF

significativamente maiores.
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Figura 9. Representagdo grafica da expressdo génica da neurotrofina NGF de cada paciente pré e pds tratamento com as solu¢des
isotonica (ISO), hipertonica 3% (HIPER) e dgua estéril (HIPO) por grupos 1 (G1), 2 (G2) e 3 (G3) e periodos 1 (P1), 2 (P2) e 3 (P3).
Os valores da expressdo de NGF de cada paciente estd demonstrado no grafico em unidades arbitrarias (UA). A linha pontilhada em

destaque representa o valor da mediana.
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Tabela 9. Expressao de NGF pré e pds tratamento com as solucdes ISO, HIPER e HIPO.

Andlise de cada grupo entre os periodos.

P1 P2 P3 p valor
Gl ISO | X | HIPER | X | HIPO | 0,444
(n=9) (n=7) (n=5)

G2 | HIPO | X ISO X | HIPER | 0,557
(n=8) (n=5) (n=15)

G3 | HIPER | X | HIPO | X ISO 0,629
(n=4) (n=4) (n=3)

Tabela representativa dos grupos (G1, G2 e G3) entre os periodos (P1, P2 e P3). Cada
periodo teve duracdo de 8 semanas de tratamento e entre um periodo e outro hd um
intervalo de uma semana. Andlise estatistica baseada no teste de Kruskal-Wallis,

considerando diferenca significativa valores de p < 0,05 (*).
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Tabela 10. Expressdao de NGF pré e pos tratamento com as solugdes ISO, HIPER e HIPO.

Andlise de cada periodo entre os grupos

P1 P2 P3
Gl 1ISO HIPER AGUA
(n=9) (n=7) (n=5)
X X X
G2 AGUA ISO HIPER
(n=3) (n=5) (n=35)
X X X
G3 HIPER* AGUA 1SO
(n=4) (n=4) (n=3)
p valor | *0,023 0,981 0,578

Andlise estatistica dos periodos (P1, P2 e P3), entre os grupos (G1, G2 e G3). Os grupos
utilizaram solucdes diferentes em cada periodo. Andlise estatistica baseada no teste de

Kruskal-Wallis, considerando diferenca significativa valores de p < 0,05 (*).
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5.6. Analises Comparativa e Evolutiva entre grupos e tempos.

As tabelas 11 a 14, a seguir, nas piginas 58 a 61 respectivamente, apresentam as
andlises comparativas e evolutivas das varidveis principais entre os 3 grupos e entre as
avaliacdes (pré e pds tratamento) em cada periodo num estudo tipo crossover, sem e com
efeito de carryover.

As varidveis foram transformadas em postos (ranks) devido a auséncia de

distribuicao normal.
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Tabela 11. Comparacio entre grupos e tempos no P1.

Variaveis Comparacdo entre os 3 grupos | Comparacdo entre as avaliacdes Interagdo
(n=21) (ISO - HIPER - HIPO) (pré e pos tratamento) Grupos vs Tempos
TESN p=0,873 p=0,059 p=0,842
OLFATO p=0,381 p=0,001*" p=0,736
NGF p=0,090 p=0,946 p=0,001%"

Resultados das ANOV As para medidas repetidas e para estudo crossover.

(1) Diferenca significativas entre tempos (teste de perfil de contraste): pré € diferente pds
para G1 e G3

(2) Efeito significativo da interagdo grupo vs tempo: diferencas significativas (teste de
Tukey): Gldiferente G3 no pds-tratemento; diferencas significativas entre tempos (teste por
contraste): Pré-tratamento diferente de pos para G3

Diferenca significativa valores de p < 0,05 (*).
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Tabela 12. Comparacdo entre grupos e tempos no P2.

Variaveis Comparacao entre 0s 3 grupos Comparacao entre as avaliagdes Interacao
(n=16) (ISO - HIPER - HIPO) (pré e pos tratamento) Grupos vs Tempos
TESN p=0,470 p=0,899 p=0,527
OLFATO p=0,299 p=0,004*" p=0,723
NGF p=0,238 p=0,747 p=0,455

Resultados das ANOV As para medidas repetidas e para estudo crossover.

(1) Diferenca significativas entre tempos (teste de perfil de contraste): pré € diferente pds

para G2.

Diferenca significativa valores de p < 0,05 (*).
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Tabela 13. Comparacio entre grupos e tempos no P3.

Varidveis Comparagio entre 0s 3 grupos Comparacdo entre as avaliacdes Interagdo
(n=13) (ISO - HIPER - HIPO) (pré e pos tratamento) Grupos vs Tempos
TESN p=0,813 p=0,018%" p=0,453
OLFATO p=0,308 p=0,265 p=0,662
NGF p=0,359 p=0,922 p=0,306

Resultados das ANOV As para medidas repetidas e para estudo crossover.

(1) Diferenca significativas entre tempos (teste de perfil de contraste): pré € diferente pds
para G2
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Tabela 14.Comparacio entre grupos e tempos, com teste de efeito Carryover

e i Efeito dos periodos Efeito dos grupos Efeito de Efeito de Tempo
P1-P2-P3 ISO-HIPO-HIPER | Carryover Pré e pos-tratamento

TESN p=0,851 p=0,690 p=0,359 p=0,945

OLFATO p=0,191 p=0,271 p=0,484 p=0,288

NGF p=0,038%" p=0,072 p=0,182 p=0,649

Resultados das ANOV As para medidas repetidas e para estudo crossover.

(1) Diferenca significativas entre periodos (teste de perfil de contraste): P1 € diferente de

P2 e P2 € diferente de P3.
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6. Discussao:

A RA ¢ definida como uma inflamag¢do da mucosa nasal, induzida pela exposi¢ao a
alérgenos que, apds sensibilizacdo, desencadeiam uma resposta inflamatéria mediada por
imunoglobulina E (IgE), que pode resultar em sintomas cronicos ou recorrentes. Os
principais sintomas incluem rinorréia aquosa, obstru¢do nasal, prurido nasal e espirros os

quais se resolvem espontaneamente ou através de tratamento (1).

Para classificar esses sintomas nasais na RA quanto a gravidade, neste estudo, foi
utilizado um escore clinico de 0-3, onde 0 denota auséncia de sintomas, 1 representa
sintomas leves, 2 representa sintomas moderados e 3 sintomas graves (que interferem nas
atividades de vida didria e/ou sono) de acordo com o grupo ARIA (1), e ap6s foi somado o
total dos escores clinicos dos sintomas nasais, como recomendado pela Food and Drug

Adminstration (FDA) (54, 58, 59).

O controle ambiental, reduzindo a exposi¢ao ao alergeno, € considerada estratégia
basica de extrema relevancia no tratamento da RA com repercussao sobre a progressao da
manifestacdo clinica da RA (40). Contudo, nos casos de rinite persistente apenas a

profilaxia pode ndo ser suficiente necessitando de outras medidas terapéuticas.

Além de evitar os alérgenos, a primeira escolha de tratamento para rinite alérgica
moderada a grave com sintomas persistentes sdo os corticoides nasais topicos (1). Os
efeitos colaterais mais leves do corticéide topico nasal sdo descamagdo, ressecamento da
mucosa e epistaxe (45). As solugdes salinas sdo utilizadas para o tratamento complementar
da RA (52, 60-62) e rinossinusite cronica(62). Nas orientagdes do grupo BSACI (British
Society for Allergy and Clinical Immunology) (63) recomenda-se para a RA o uso de
solucdo salina para a diminuicdo dos sintomas em criancas e adultos com rinite, por ser um
método seguro e barato. Embora as solucdes salinas sejam mencionadas em diversos guias
de orientacdes/diretrizes, a evidéncia cientifica sobre sua eficidcia como tratamento tnico é
pobre (45, 64). Cordray e colaboradores (2005) avaliaram os efeitos da solu¢@o salina como
tratamento unico para a RA (53). No presente estudo foi avaliado o efeito das solucdes
salinas nasais sem a utilizacdo do corticoide tOpico nasal. O uso de sprays nasais ou

irrigacdo nasal com solugdo salina para controlar os sintomas da RA é um método seguro,
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sem nenhum relato de efeitos adversos graves, os quais podem ser evitados com a
modificacdo da técnica e ajuste de salinidade (62).

A solucdo salina isotdnica mostrou ter efeito preventivo sobre os sintomas dos
sintomas da rinite (49, 65), ajudou na reducdo de mediadores inflamatdrios em secrecdes
nasais (66) e mostrou eficacia clinica do tratamento da rinite crdnica (66, 67), além de
melhorar o aspecto da mucosa, em pacientes com rinossinusite cronica (68).

No presente estudo observou-se melhora do TESN, embora sem significancia
estatistica com os grupos G1 e G2 que no P1 iniciaram o tratamento com as solucdes ISO e
HIPO respectivamente. O G2 piorou o TESN no P3 com significancia estatistica com a
utiliza¢do da solu¢do HIPER. O G3 que iniciou o tratamento no P1 com a solu¢io HIPER
também ndo obteve melhora do TESN, porém sem significincia estatistica. Estudos
sugerem que o uso da solucdo salina hipertonica na RA contribuem para o controle dos
sintomas nasais € melhora da qualidade de vida (69-72), redu¢do de anti-histaminicos
utilizados (60) e melhora da fun¢cdo mucociliar (51, 61, 73-76). Contudo, o uso da solucdo
salina hipertonica na RA ainda é controverso. A solu¢do salina hipertonica pode induzir a
secrecdo nasal em individuos com rinite alérgica provocando sintomas como queimacgao,
rinorréia e obstrugdo (39), podendo causar irritagdo nasal (77) e aumentar a quantidade de
secrecdo na mucosa (78), embora tenha sido um tratamento complementar vdlido em
sintomas da rinossinusite cronica (79), para lavagem da cavidade nasal removendo muco e
crostas, mediadores inflamatoérios (52) e promovendo melhora da fun¢do mucociliar (51,
61,73, 76).

A mucosa nasal humana tem as mesmas caracteristicas que as vias aéreas inferiores,
mas com mecanismos de obstrucdo de fluxo aéreo diferentes considerando suas estruturas.
Contudo os mecanismos de inflamacao sdo similares, enquanto no trato respiratdrio inferior
ocorre contragdo da musculatura lisa nos bronquios e traqueia, a vasodilatacdo dos cornetos
causa um edema na mucosa (80). Em individuos asmaticos a solug@o hipertdonica age como
irritante podendo estimular a hiperreatividade bronquica, seu mecanismo ainda ndo esta
claro, mas envolve resposta neurogénica (81). A associag@o entre respotas imune € neural
foi previamente designada inflamacdo neurogénica, onde os mediadores desta interacdo
incluem as neurotrofinas (82, 83), como o NGF (84). As vias neurais desempenham papel

importante na fisiopatologia da RA. (85). Os sintomas da RA como prurido e espirros,
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também sdo caracterizados por hiperresponsividade a estimulos inespecificos, os quais sao
parcialmente controlados via neural (38). Niveis elevados de NGF foram identificados em
pacientes com asma (31) e em pacientes com RA (17, 84, 86, 87).

Os resultados sugerem que a solucio HIPER no presente estudo pode ter agido
como elemento irritante, uma vez que no P1, os pacientes do G3 ndo apresentaram melhora
do TESN e apresentaram concentracdes de expressdo de NGF mais altas com a utilizagdo
da solu¢do HIPER, porém houve melhora do escore olfato com a solu¢cao HIPER.

Na avaliag@o do total do escore olfato todos os grupos apresentaram melhora no P1.

Infecgdes das vias aereas superiores sao uma das causas mais comum de disturbios
olfatérios (88). A hiposmia tem uma maior prevaléncia em pacientes com RA e a
rinossinutite associada pode ser a sua principal causa (89-91), além da polipose, com
obstrucdo do fluxo de ar sobre o epitélio olfativo (91). A fisiopatologia da disfuncdo
olfatéria na RA ndo é totalmente compreendida. Duas potenciais causas podem estar
envolvidas: obstrucdo e inflamacdo, as quais podem causar bloqueios no transporte de
particulas de odor ao epitélio olfativo em razdo da congestdao nasal, explicando a perda do
olfato na RA, podendo assim definir a gravidade da RA persistente (92). Durante a estacao
de podlen, a hiposmia pode aumentar nesses pacientes. (93) e estdo relacionados com
mecanismos inflamatérios alérgicos (94).

No entanto, o aumento das concentracdes de NGF no G3, no primeiro periodo
parecem nao ter influenciado no escore olfato. O escore do olfato melhorou enquanto houve
aumento de NGF.

Neste estudo, pudemos observar que os pacientes apresentarem melhora do TESN e
escore do olfato no P1. As condicdes climéticas do P1, que compreendeu entre o fim do
inverno e inicio da primavera, mostraram que e os valores de umidade do ar minima, média
e maxima e temperatura minima foram significativamente mais baixos que os periodos P2 e
P3.

A morbidade da rinite alérgica depende da regido geografica, estacdo do ano e clima
local (45). O clima pode influenciar na prevaléncia da rinite e as condi¢des de umidade sdo
as que mais influenciam na manifestacio respiratdria (95). A polinizagdo, vistas em dreas
continentais mais frias, sendo limitada na estagdo primavera-verdo, piora os sintomas da

RA e climas mais umidos e quentes, favorece o crescimento dos fungos (95). Auséncia de
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p6lens ou sua baixa concentracdo em dreas tropicais, como no Brasil, sdo insuficientes para
causar rinite alérgica (96). Mesmo assim, casos isolados foram identificados em algumas
areas especificas, como Caxias do Sul e Curitiba(97), e a maioria era associada a

conjuntivite alérgica sazonal (98).
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7. CONCLUSOES

As solugdes ISO e HIPO podem ser utilizadas como tratamento adjuvante na RA,
pois aliviou os sintomas e melhorou a sensibilidade olfativa, mesmo sem o uso tépico de
corticéide nasal.

A solugdo salina HIPER pode aumentar a expressio de NGF na mucosa nasal,

contudo, melhorou o escore olfato.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

As solugdes salinas podem ser utilizadas como tratamento coadjuvante da RA, porém o uso

de corticoide tépico nasal € de extrema importancia.

As solugdes hipertonicas podem ser benéficas no tratamento do escore do olfato, porém

pode aumentar a expressao de NGF na mucosa nasal em pacientes com RA.
A dificuldade da continuacio da coleta de dados, por ser um estudo longo com o mesmo

paciente, foi outro fato que deve ser enfatizado neste estudo, por isso, este foi concluido

com uma amostra pequena.
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ANEXOS
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

A) Nome do Projeto: “EFEITO DA APLICACAO NASAL DE DIFERENTES
SOLUCOES (AGUA ESTERIL, ISOTONICA E HIPERTONICA 3%) SOBRE OS
SINTOMAS E EXPRESSAO DE FATOR DE CRESCIMENTO NEURAL (NGF) EM
PACIENTES COM RINOPATIA ALERGICA PERSISTENTE”

B) Nome dos Responsaveis:
Prof. Dr. Ricardo de Lima Zollner: Laboratdrio de Imunologia & Alergia Experimental
e Ambulatério de Alergia Respiratoria, Departamento de Clinica Médica, Clinica,
Faculdade de Ciéncias Médicas — UNICAMP. Ramal: Fone Direto: 19-3289.3709
Bruna Scharlack Vian — Crefito 3/65917-F
Natalia E. Z. Fabbri — Crefito 3/63372 - F

E) Objetivos: Esse projeto tem como objetivo oferecer tratamento coadjuvante a pacientes

com rinite alérgica
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F) Procedimentos submetidos aos pacientes: sob supervisao médica.

1. Rinoscopia anterior
2. Coleta de material nasal

3. Lavagem.

G) Durante o tratamento serd coletado material nasal para dosagens e estudos especificos
no sentido de avaliagdo do efeito das solucdes.e armazenamento segundo autorizacio
expressa do paciente, conforme as diretrizes da Comissdo de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp

H) Beneficios esperados: Melhora de sintomas clinicos da rinopatia com consequente
melhora da qualidade de vida presente estudo trard subsidio adicionais ao tratamento

de suporte a rinite alérgica
I) Efeitos Colaterais:

Contudo, € possivel, embora nao usual, a presenca de reagdes sistémicas. Assim, 0
monitoramento dos sinais vitais, pela equipe médica durante todo o transcorrer do

tratamento deverd ser rigorosamente observado.

J) Exames Clinico-Laboratoriais:

Nao haverd 6nus ao paciente, todos os procedimentos estdo previstos nos custos do

projeto.

N

L) A equipe de pesquisadores estard a disposicdo do paciente para qualquer

esclarecimento quanto ao estudo.
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M) Se apds qualquer esclarecimento o paciente desejar deixar o grupo de estudo ou
tratamento imunoterdpico, este direito estd assegurado, sem prejuizo de seu

acompanhamento clinico.

N) Todos os informes serdo sigilosos, quanto a sua identidade ou divulga¢do nos

resultados.

As medicacdes para controle de sintomas alérgicos se necessarias durante o estudo,

serao fornecidas pela equipe de pesquisadores.

Todas as informacoes serao fornecidas e atualizadas independente de afetar ou nao a

permanéncia do paciente no estudo.

AUTORIZACAO PARA ARMAZENAMENTO DE MATERIAL BIOLOGICO:

SIM, eu autorizo o armazenamento do material biolégico para o presente
estudo e estudos futuros, desde que sejam assegurados sigilo e aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da

Unicamp

NAO, Eu nao autorizo o armazenamento do material biolégico

R) Nomes e telefones dos pesquisadores da equipe:

- Prof. Dr. Ricardo de Lima Zollner; Professor Associado, Livre Docente em
Imunologia Clinica & Alergia e Dra Concei¢do Aparecida Vilella, Laboratério de
Imunologia & Alergia Experimental - Departamento de Clinica Médica —
Faculdade de Ciéncias Médicas. Universidade Estadual de Campinas. Fone Direto:
19-32893709.

- Bruna Scharlack Vian —19-9758-1066

- Natalia E. Zanellato Fabbri — 19-9719-9898
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S) Comité de Etica em Pesquisa, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Estadual

de Campinas. Fone: 19-3521-8936; cep@fcm.unicamp.br

Campinas, SP .............. de oo de 2006

Assinatura do Paciente

Assinatura do Responsavel pela Pesquisa
Prof. Dr. Ricardo L Zollner
CRM-SP: 42769
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ANEXO II

EFEITO DA APLICACAO NASAL DE DIFERENTES SOLUCOES (AGUA ESTERIL,

S"’; ISOTONICA E HIPERTONICA 3%) SOBRE OS SINTOMAS E EXPRESSAO DE FATOR DE
—(.‘\' - CRESCIMENTO NEURAL (NGF) EM PACIENTES COM RINOPATIA ALERGICA
NIEAMP PERSISTENTE
ESCORE CLINICO DE ACOMPANHAMENTO
Nome: HC:
SOLUCAO ISO
SINAIS/ AVALIACAO 2° 3 4 AVALIACAO
SINTOMAS INICIAL AVALIACAO AVALIACAO AVALIACAO FINAL
dia: _/ [/ dia: _/ [/ dia: _/ [/ dia: _/ [/ dia: _/ [/
Obstrucio o [1 {2 [3 o [1 ]2 [3]Jo [1 |23 ]Jo |1 |2 [3 Jo|1][2]3
prurido 0 [1 {2 (3o [1 |2 [3]Jo [1 |23 ]Jo |1 |2 |3 Jo|1][2]3
coriza o0 [1 {2 (3o [1 ]2 [3]Jo [1 |23 ]Jo |1 |2 |3 Jo|1][2]3
espirros o (1 |2 {3940 |1 (2 |3 0 (1 (2 (3 0 (1 |2 (3 §J0(1|2]3
SOLUCAO HIPER
SINAIS/ AVALIACAO 20 3 4 AVALIACAO
SINTOMAS INICIAL AVALIACAO AVALIACAO AVALIACAO FINAL
dia: _/ [/ dia: _/ [/ dia: _/ [/ dia: _/ [/ dia: _/ [/
Obstrucio o [1 {2 (3o [1 ]2 [3]Jo [1 |23 ]Jo |1 |2 |3 Jo[1][2]3
prurido 0 [1 {2 (3o |1 |2 [3]o |1 |2 (3]0 |1 |2 |3 Jo[1]|2]3
coriza 0 [1 (2 (3o |1 |2 [3]o |1 (2 (3]0 |1 |2 |3 Jo[1]|2]3
espirros 0 [1 {2 (3o |1 |2 [3]o |1 (2 (3]0 |1 |2 |3 Jo[1]|2]3
SOLUCAO HIPO
SINAIS/ AVALIACAO 2 3 4 AVALIACAO
SINTOMAS INICIAL AVALIACAO AVALIACAO AVALIACAO FINAL
dia: _/ [/ dia: _/ [/ dia: _/ [/ dia: _/ [/ dia: _/ [/
Obstruciio o [1 [2 (3o |1 ]2 [3]o [1 |2 [3]Jo |1 ]2 |3 fo|1]|2]3
prurido o [1 [2 (3o |1 ]2 |3 ]o [1 |2 (3o |1 ]2 |3 Jo[1]|2]3
coriza o [1 (2 (3o [1 ]2 [3]Jo |1 |23 ]Jo |1 |2 |3 Jo[1][2]3
espirros o [1 [2 (3o |1 ]2 |3 ]o 1 |2 {3 ]Jo |1 ]2 |3 fo|1]|2]3
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ANEXO III

“EFEITO DA APLICACAO NASAL DE DIFERENTES SOLUCOES (HIPOTONICA,
ISOTONICA E HIPERTONICA 3%) SOBRE OS SINTOMAS E EXPRESSAO DE
FATOR DE CRESCIMENTO NEURAL (NGF) EM PACIENTES COM RINOPATIA
ALERGICA PERSISTENTE”

QUESTIONARIO DE AVALIACAO

Data: / /

Nome:
Idade: HC: Cor: Sexo: ( )M ( )F
(a) Solugao Isotdnica (b) Solu¢ao Hipertdnica (c) Agua

Individuo apresenta:
1. Congestao Nasal?

( )ndo ( )leve ( )moderada ( ) intensa

2. Espirros?

( )ndo ( )leve ( )moderada ( )intensa
3. Secrecdo nasal?
( )nao ( )leve ( )moderada ( ) intensa

() aquosa () mucdide

4. Prurido nasa?

( )ndo ( )leve ( )moderada ( ) intensa

5. Diminuig¢do olfato?

() anosmia ( )nao () hiposmia



