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RESUMO

Introducdo: Células invariante de células NK (iNKT) desempenham fungdes complexas
no sistema imune, liberando citocinas do tipo Th1 e Th2. O papel das células invariante de
células NK (iNKT) na asma em humanos ainda € controverso e nunca foi descrito em

criangas com asma grave resistente a terapia (AGRT).

Objetivo: Analisar a frequéncia de células INKT no sangue periférico de criangas com
asma grave resistente a terapia (AGRT), comparando com criangas com asma leve e

controles saudaveis.

Métodos: Este € um estudo de caso-controle onde foi coletado sangue de criancas
asmaticas com asma leve e AGRT (n=136) com idade entre 11.01+1.69 e controles
saudaveis (n=40) com idade entre 11.21+1.16 anos. A fracdo mononuclear do sangue
periférico (PBMC) foi isolada, marcada com anti-CD3" e anti-INKT (Va24Jal8) e
analisada no citdmetro de fluxo. A atopia foi definida através da medi¢do dos niveis
plasméticos de IgE. A inflamagdo das vias aéreas foi avaliada através da expectoracdo

induzida.

Resultados: As criangas com asma (n = 136) apresentaram um aumento da frequéncia de
células INKT'CD3" (média: 2.31%+4.41), quando comparadas com os controles saudaveis
(n=40) (média: 0.48%=0.79 p=0.02). Criangas com asma leve (n = 99) apresentaram um
aumento da frequéncia de células INKT (2.65%+4.91; p = 0.002) quando comparadas com
as criancas com AGRT (n = 11) (2.05%1.62). Criancas com AGRT mostraram uma
aumento da frequéncia das células INKT (2.05%+1.62) quando comparadas com 0s
controles saudaveis (0.48%=0.79; p = 0.002). O namero de células iINKT ndo foi diferente
entre atopicos (n = 127) e ndo-atopicos (n = 45), com média de 2.25% * 4.55 e 1.01% =+
1.46 respectivamente. Além disso, as células INKT ndo foram associadas com nenhum
padréo inflamatdrio (eosinofilico n = 18; neutrofilico n = 23; misto n = 31; paucicelular n =

5) estudado no escarro induzido (p=0.09).

Conclus@do e Relevancia Clincia: Nossos dados sugerem que as células iNKT
desempenham um papel na asma pediatrica, uma vez que estava aumentada nas criangas
asmaticas; entretanto, essas células ndo estdo associadas com a atopia ou com o espectro

mais severo da doenca.

Palavras-chave: INKT, asma, criangas, AGRT.




ABSTRACT

Background: Invariant natural killer T (iNKT) cells play complex functions in the
immune system, releasing both Thl and Th2 cytokines. The role of iINKT cells in human
asthma is still controversy and never described in severe therapy asthmatic children
(STRA).

Objective: To analyse iNKT frequency in peripheral blood of children with severe
therapy-resistant asthma (STRA), comparing with children with milder asthma and healthy

controls.

Methods: This is a case-control study where blood was collected from asthmatic children
(n=136) (milder and STRA) and healthy controls (n=40). Peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) were isolated, stained with anti-CD3 and anti-iNKT (Va24Jal8), and
analysed through flow cytometry. Atopic status was defined by measuring specific IgE in

serum. Airway inflammation was assessed through induced sputum.

Results: Children with asthma (n = 136) presented an increased frequency of CD3"iNKT"
cells (mean 2.31% SD 4.41), compared to healthy controls (n = 40) (mean 0.48% SD 0.79)
(p = 0.02). Mild-asthmatic children (n = 99) showed an increased frequency of INKT cells
(2.65% SD 4.91; p = 0.002) compared to STRA (n = 11) (2.05% SD 1.62). STRA children
have shown an increase frequency of iINKT cells (2.05% SD 1.62) than controls (0.48%
SD 0.79; p = 0.002). The number of INKT cells was not different between atopic (n = 127)
and non-atopic (n = 45) children. In addition, INKT cells were not associated with any
inflammatory pattern of induced sputum studied classified as eosinophilic (n = 18),
neutrophilic (n = 23), mixed (n = 31) (eosinophilic and neutrophilic) and pauci-
granulocytic (n = 5). However, iNKT cell numbers were not associated with any airway

inflammatory pattern (p=0.09)

Conclusion and Clinical Relevance: Our data suggested a role to iNKT in paediatric
asthma since it increased in asthmatic children; however these cells are not associated with

atopic status or with the more severe spectrum of the disease.

Keywords: iNKT, asthma children, STRA.
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Introdugdo

1.1 INTRODUCAO

A asma atinge em torno de 300 milhdes de individuos ao redor do mundo. Essa
doenca cronica das vias aéreas é considerada um problema de satde publica mundial e sua
prevaléncia aumentou muito nas ultimas duas décadas, atingindo principalmente as

criancas [1,2].

No Brasil, a asma € a terceira causa de hospitalizacdo e a quarta causa de morte por
doencas respiratorias. Segundo dados do Ministério da Saude (MS), no periodo de 1998 a
2009, houve 31.843 mortes registradas por asma. A Organizacdo Pan-americana de Saude
estima que no Brasil existam aproximadamente 15 milhdes de pessoas com asma, 0 que
corresponde a 350 mil internacBGes hospitalares por ano, segundo os dados do Sistema
Unico de Saude (SUS) [3]. Com o aumento da popula¢io mundial urbana, estima-se que

em 2025 havera 100 milhdes de pessoas a mais no mundo com asma [4].

A asma é uma doenca multifatorial que esta diretamente relacionada com fatores
ambientais e genéticos, podendo apresentar diversos fendtipos [5]. Dentre os fenotipos, 0s
mais comuns e estudados sdo o de origem atopica (alérgica) e ndo atopica. A asma atopica,
que se desenvolve muitas vezes no inicio da vida, apresenta histdrico familiar de doenca
alérgica e resposta inflamatdéria mediada pela producdo de citocinas do tipo Th2, como
interleucina (IL)-3, 1L-4, IL-5, IL-9 e IL-13 [6, 7]. IL-4 e IL-13 estimulam a sintese de
imunoglobulina E (IgE), assim como IL-13, juntamente com IL-3 e IL-9, contribuem para
a diferenciacdo e ativacdo de mastdcitos [6]. Por sua vez, a IL-5, juntamente com a IL-3,
promovem a maturacgdo e o recrutamento de eosinofilos e basdfilos, células que também
estdo envolvidas na fisiopatogenia da asma atopica, contribuindo para a obstrucao e hiper-
responsividade bronquica (HRB) [6]. A asma ndo-atopica (intrinseca) apresenta sintomas
clinicos semelhantes aos pacientes com asma atopica, mas teste cutaneo negativo, baixos

niveis de IgE e auséncia de histdrico familiar [7-10].

Os principais sintomas observados em pacientes com asma séo sibilancia, sensacao

de aperto no peito, falta de ar e tosse. Além disso, podemos observar a diminui¢do da
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funcéo pulmonar, com reducédo dos fluxos expiratorios forcados. Esses sintomas podem ser
revertidos com a administragdo de -2 agonistas inalatérios e corticoides, apresentando-se
de forma cronica ou recorrente [5]. No entanto, alguns pacientes com diagnostico de asma
e que recebem medicacdo adequada ndo respondem de maneira efetiva a terapia
convencional, sendo considerados individuos com asma grave resistente a terapia (AGRT).
Na crianga, a asma é prevalente, podendo comprometer bastante a qualidade de vida,
particularmente naqueles pacientes com doenca grave (aproximadamente 10% dos casos)
[11].

Apesar de a asma ser mais comumente considerada uma doenga imunologicamente
mediada por citocinas do tipo Th2, outros subtipos de células T estdo envolvidas.
Considerada atualmente uma doenga muito complexa e heterogénea, esses subtipos
celulares parecem promover uma interacdo multifatorial entre o tipo de resposta
imunoldgica, fatores genéticos e ambientais na fisiopatogenia da asma, sugerindo que
respostas do tipo Th2 podem ndo ser essenciais para o desenvolvimento da doenca [12-14].

A celula NKT (“célula T natural killer”), célula classificada como um subgrupo dos
linfocitos que apresenta caracteristicas de célula T e NK representa uma ligacéo entre a
resposta imune inata e adaptativa [13]. Essas células podem ativar ou suprimir a resposta
imune, atuando de forma protetora em algumas doengcas como infeccbes e cancer, mas
também podendo exercer uma acdo patogénica em doencas pulmonares, como pneumonia
e asma (13). Recentemente, alguns estudos tem descrito uma nova populacgéo de céelulas T,
denominadas invariante de células NK (iNKT), ou célula INKT do tipo I, que parecem
estar envolvidas na fisiopatogenia da asma (12-14). Essas células sdo caracterizadas pela
expressao de receptores Val4 e Jal8 em camundongos, ¢ Va24 ¢ Jal8 em humanos [12,
14].

O a-GalCer (a-galactosil ceramida) € o ligante para as células INKT, que € extraido
de uma esponja marinha denominada Agelas mauritianus. Esse antigeno se liga ao receptor
CD1d presente na célula dendritica, e seu reconhecimento pela célula iNKT ocorre através
da ativa¢dao do receptor Val4 em camundongos, ¢ Va24 em humanos. A célula iNKT
ativada induz uma resposta imunoldgica do tipo Thl, com producdo de IFNy, e uma
resposta do tipo Th2, através da producédo de IL-4, IL-5, IL-13 e TNF-o (fator de necrose
tumoral - alfa), atuando de forma a exacerbar a resposta alérgica [12, 14, 15].  Akbari e

colaboradores, 2006, relataram que mais de 60% das células T CD4" presentes no lavado
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bronco-alveolar de pacientes com asma eram células iINKT, enguanto pacientes saudaveis e
pacientes com sarcoidose ndo apresentavam essas células [16]. Outros estudos mostraram
que as celulas INKT ndo estdo aumentadas em pacientes com asma, mostrando um
reduzido numero de celulas iINKT observado nas vias aéreas de controles, pacientes

asmaéticos e com doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) [17].

Considerando-se as diferentes metodologias utilizadas, assim como, o local distinto
de obtencdo e a escassa evidéncia sobre o papel das células iINKT, pretendemos analisar a
frequéncia destas células em criancas com asma, comparando as diferentes apresentacdes

de gravidade da doenga.
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1.2 JUSTIFICATIVA

Muitas hipdteses tem surgido em relacdo a presenca das células INKT em pacientes
adultos com asma. Todavia, um numero pequeno de pesquisadores descreveu o papel dessa
célula na fisiopatogenia da asma em criangas. Além disso, esses estudos apresentam um

namero reduzido de participantes asmaticos e controles [18, 19].

Essa celula estd presente ndo s6 em sangue periférico, como também em lavado
broncoalveolar e bidpsias de tecido pulmonar de pacientes, com elevada quantidade de
células INKT [16]. Ainda ndo se sabe como essas células se acumulam nas vias aéreas e
como séo ativadas, ndo se compreendendo se elas séo ativadas e proliferam no pulmé&o dos
pacientes com asma, ou se as células ativadas migram de oOrgdos linfoides para o

pulméo[12].

As pesquisas realizadas com células INKT podem nos fornecer uma melhor
compreensdo da resposta imune na asma, além de mostrar resultados promissores em
relacdo a novas terapias que podem ser desenvolvidas, através da compreensdo do seu

mecanismo de acao e sua fungdo imuno-reguladora.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

e Avaliar a frequéncia de células INKT em criangas com asma atopica, nao-atopica e

saudaveis (controle) de uma populagdo de escolares de Porto Alegre-RS.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Comparar a frequéncia de células INKT entre os pacientes com asma e 0s saudaveis

(controle);

e Relacionar a frequéncia das células INKT com o padrdo de inflamagédo das vias

aérea através da celularidade do escarro;

¢ Relacionar a frequéncia de células iINKT com a severidade da doenca.
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4.1 CONCLUSAO

Este trabalho é o primeiro estudo que descreve o papel das células INKT em criancas com
asma grave resistente a terapia (AGRT). Nossos dados sugerem que as células iINKT
desempenham um papel na asma pediatrica, uma vez que estava aumentada nas criangas
asmaticas. Entretanto, essas células ndo estdo associadas com a atopia ou com o0 espectro

mais severo da doenca.

Apesar da compreensdo da funcdo das células iINKT na asma ter progredido
consideravelmente nos ultimos anos, a literatura cientifica ainda néo é clara em relagdo ao
verdadeiro mecanismo de acdo dessa célula em adultos e criangas com asma. Até o
presente momento, ndo sabemos como essas células se acumulam nas vias aéreas e como
sdo ativadas.Ainda ndo esta claro se as células iINKT sdo ativadas e proliferam-se no
pulméo dos pacientes com asma, ou se as células ativadas migram de 6rgéos linfoides para
0 pulmédo. Embora modelos murinos com asma nos fornecam fortes evidéncias de que
diferentes tipos de iINKT atuam nas mais diferentes formas da doenca, alguns autores
relatam que essa célula é dispensavel ou atua apenas como um adjuvante na resposta

alérgica.

Uma limitacdo do nosso estudo é que todas as analises das células INKT foram
realizadas em sangue periférico. A melhor amostra para o estudo da asma deve ser
recolhida diretamente das vias aeéreas inferiores. No entanto, devido a exigéncia de
procedimento invasivo para a realizagdo de bidpsia brénquica ou lavado bronco-alveolar,
questBes éticas geralmente se op8em a essa alternativa em criangas, sendo o sangue
periférico um alternativo mais atraente para a coleta de amostra com potenciais
biomarcadores clinicos.

A falta de terapias efetivas nos casos mais graves ou terapias curativas para asma
permite afirmarmos que ainda ha muito a ser estudado sobre 0 mecanismo dessa doenca.
As pesquisas realizadas com células iINKT podem nos fornecer interessantes informacoes
em relacdo a novas terapias que podem ser desenvolvidas, atraves da compreensao do seu

mecanismo de a¢do e sua funcdo imunoreguladora na asma. As questfes investigadas até o
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Conclusdo

momento indicam que a INKT pode exercer um papel na fisiopatogenia da asma, mas

provavelmente seja mais predominante em alguns fenétipos especificos da doenga que

outros.




ANEXOS




Anexos

65

ANEXO 1 - APROVACAO DO CONEP

CONSELHO NACIONAL DE SAUDE
COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

PARECER N. 202/2011
Registro CONEP 16083 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

CAAE - 0026.0.002.000-10 Processo n® 25000.138596/2010-21
Projeto de Pesquisa: "Prevaléncia de asma em uma amostra de criancas brasileiras e
caracterizagdo de fendtipos ciinicos, marcadares biologicos e funcionais”

Pesquisador Responsével: Renato T. Stein .

Instituicdo: Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (Centre Unico}

CEP de origem: CEP-PUCRS

Area Tematica Especial: Genéfica humana

Patrocinador: CNPq - Coordenacéo Geral do programa de pesquisz em Sadde.

Sumario geral do protocolo

A asma é uma doenga crénica que afeta praticamente todas as faixas etarias e
apresenta elevada prevaléncia, especialmente em criangas. Atualmente, a asma é a
doenga cronica mais comum na infancia € no Brasil € a segunda maior causa de
internagdo do SUS. No municipio de Sdo Paulo, foi a 2° causa de internagdes pelo
Sistema Unico de Satde - SUS em 2006, perdendo sé para pneumonias, que pode ser
considerada uma patelogia secundaria. Até agora o ifratamanio vem sende conduzido
apenas de modo assistencial com custos para o Ministéric da Satde, representando o 4°
orgamento gasto no Brasil entre os vanos programas. No Brasil nos anos de 2003/2004,
ocorreram  327.276 internagBes por asma com repercussdes € morbidades dos
indicadores de saude. Um dos fatores complicadores para ¢ entendimente dos fatores de
risco para a doenca € que a prevaléncia de asma apresenta grande variabilidade (entre 2
e 33%) em diferentes regides do-mundo, devido a compiexidade da combinagao de
padries geneticos e de meio ambiente.

Embora os diferentes tipos de asma resultante dessas combinag¢des possam
apresentar uma gama de expressdes clinicas, sempre estdo associados & elevadz
morbidade e a estimativa &€ que, em todo o mundo, aproximadamente 300 milhes de
pessoas sofrem de asma. Dados recentes demonstram que a prevaléncia de asma €
especialmente elevada em populagdes mais urbanizadas & desenvalvidas, determinando
slevados gastos para os sistemas de salde. Nos paises em desenvolvimento estes os
gastos com asma indicam também um grande impactc da doenca, dado que &
corroborado por estudos atuais que mostram o grande impacto da doenga no Brasil.

Com base no aumento da prevaiéncia de asma nas Uditimas quatro décadas,
estima-se que poderao ser diagnosticados 100 milhdes de novos casos de asma até
2025. Nao hd uma explicagao clara para o elevado aumento da prevaléncia observado em
um periodo relativamente curto. Uma das hipdteses correntes € de que as taxas de
prevaléncia de asma em paises em desenvolvimento ainda devem crescer
significativamente nas préximas décadas, com aumento dos quadros mais graves, em
paralelo ac desenvolvimento de fendtipos de doenga ligados & alergia, a qual € um
marcador de gravidade. O aumento na prevaléncia da asma em paises com elevados
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indices de avango social levaram ao desenvolvimento da conhecida hipétese da higiene,
a gual postula que um menor grau de exposicdo a antigenos bacterianos & fator
determinante para o desenvolvimento de asma e alergias.

Por outro lado, quando sao observadas as altas taxas de prevaléncia de sintomas
de asma na América Latina, fica evidente que outros fatores influenciam o
desenvolvimenio da doenga. Nestes paises, a forma mais prevalente de asma nao esta
relacionada a sensibilizagao alérgica, sugerindo gue fatores ambientais “agressives’ as
vias aéreas e infecgbes virais dos primeiros anos de vida estejam associados a esse
fendtipo nao-atépico.

O estudo ISAAC (International Study of Asthma and Allergies in Childhood)
demonstrou uma elevada prevaléncia de asma no Brasii, na avalia¢dc de um total de
13.604 escolares (8 a 7 anos) e 20.554 adolescentes (13 a 14 anos) na visita & populacao
em 1994/95. A prevaléncia de sibildncia no periocdo de 12 meses anterior & consulta foi de
27.2% em Porto Alegre, enquanio, entre os adolescentes, as taxas de prevaléncia
variaram entre 96% (em IHtabira) e 27.1%. {em Salvador a prevaléncia de asma
diagnosticada pelo médico foi significativamente menor do que a asma ativa e ficou em
niveis proximos de 12%. A discrepancia entre areas urbanas pode estar associada &
presenca de diferentes fendtipos de sibildncia em amostras populacionais brasileiras.

Quando a avaliacao foi repetida anos mais tarde em Porto Alegre se observaram
pequena reducao nas altas prevaléncias de asma, porem a prevaléncia da asma grave se
manteve estavel. Aproximadamente 5% dos escolares estudados em 1984/95 e
novamente em 2005 em Porto Alegre apresentaram quadros sugestivos de asma grave.

Recentemente, um estudo multicéntrico mudou o8 paradigmas no entendimento
de asma e mosirou que a associacao entre sinfomas de asma e marcadores de atopia &
diferente em comunidades de diferentes estagios de avango social. Em outras palavras,
populagdes de meihor renda apresentaram maior prevaléncia de asma atépica, enguanto
que populactes mais pobres apresentaram mais asma do tipg ndo-atopica. Nesse estudo
também se avaliou a prevaléncia da asma em um pequeno municipio do sul do Brasil e
observou-se alta prevaléncia de asma naoc-atopica nessa popuiacdo de baixa renda,
sinalizando a importéncia de estudos dos diferentes fendtipos de asma na infancia.

Os objetivos principais séo: ldentificar a prevaiéncia de asma em uma populagio
de escolares, representativa de criancas dessa mesma faixa etaria, em Porto Alegre e
Caracterizar os fendtipos de asma nesta populacéo de asmaticos através da identificagao
de marcadores inflamatérios, genéticos e funcionais.

Os objetivos secundarios sao: identificar e definir a prevaléncia dos alergenos
ambientais mais freglientes nas criangas com asma, através de medidas de IgE fotal e
igk especifica; Descrever e comparar a fungao pulmonar dos escolares nos diferentes
fendtipos de asma, atraveés de espirometria completa, oscilometria, volumes puimonares e
resposta a broncodilatadores; Descrever e comparar as medidas de 6xido nitrico exalado
no periodo inter-crise dos escolares nos diferentes fenctipos de asma; Descrever o perfil
citclégico & marcadores bioldgicos especificos das vias aéreas dos escolares nos
diferentes fendtipos de asma, através do escarro induzido com solugio hiperidnica;
Descrever o perfil citolégico e marcadores inflamatérios no sangue periférico dos
escolares nos diferentes fendtipos de asma; Determinar a prevaléncia de asma grave em
escolares, através de questionario especifico e indice de gravidade; ldentificar
associagbes de polimorfismos genéticos com fendtipos de asma (IL4, IL13, CD14; IL8,
IFNgama e IRF1).

Local de realizagdo

Trata-se de um projeto nacional e unicéntrico. Serao 2500 sujeitos de pesquisa no
centro emtela.
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Apresentacdo do protocolo .

A Fotha de Rosie {pagina 02 da numeragac do CEP) esta preenchida e assinada.

Fol apresentado o projeto de pesquisa nas paginas 06-31 da numeracéo do CEP.

Cs Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (paginas 32, 33-36 e 37-40da
numeragao do CEP, referentes a Fase 1, Fase 2 e Fase 2, respectivamente) foram
apresentados.

Foi apresentado orgamento do projeto (paginas 41 e 42 da numeragio do CEP).

Foram apresentados os curriculos dos pesguisadores envolvidos no estudo
{paginas 43-67 da numeracao do CEP).

Consta oficio de aprovagéc do CEP que coordena o estudo (pagina 68 da
numeracac do CEP).

O cronograma do estudo foi apresentado na pagina 69 da numeracao do CEP.

Consideragdes sobre a analise das respostas ao Parecer CONEP N° 592/2010,
relativo ao projeto de pesquisa em questdo:

1. N&o esta claro qual sera a participacéo de cada pesquisador estrangeiro. Solicitam-
se esclarecimentos se havera remessa de material biolbgico para o exterior e para
realizar quais exames.

Resposta: Nao haverd remessa de material biologico para o exterior. Os
pesquisadores estrangeiros citados no projeto ja colaboram com nosso grupo de
pesquisa & o papel neste projeto € colaborar no desenvolvimento do projeto,
auxiliar no controle de qualidade dos exames, participa¢do das analises dos
resultados e redacao do manuscrito e ajuda intelectual.

Analise: Pendéncia atendida

2. Nz falha de rosto & informado gue havera formacao de banco de material biolégico.
No entanto ndo ha referéncia a este banco no protocolo. Solicita-se esclarecer e,
se for o caso adequar ao que € requeride pela resolucdo 347 que se refere a
formagao de banco de material biolégico.

Resposta: Comunicamos a retirada de formagao de banco de material biologico. A
folha de rosto SISNEP foi alterada € encaminhada ao CEP-PUCRS.
Analise: Pendéncia atendida.

3. Nao esta clara a participagac dos pesquisadores externos a PUC-RS. Solicitam-se
esclarecimentos se haverd remessa de material biclégico para os laboratédrios
participantes da UFRJ ou da UFSC e se havera formacéo de banco de material
biclégico nessas instituigdes. _

Resposta: Conforme citado anteriormente n2o havera mais formacio de bance de
material bioldgico ou envio de material biolégico para outros laboratérios (UFRJ
efou UFSC).

Anaiise: Pendéncia atendida.

4. Na medida em que ha participagac de varios laboratdrios & importante que onde
guer gue haja manipulacdo de materiais biolégicos 0s responsavels por essas
unidades declarem gue 0s materiais somente serdo usados para os fins previstos
no protocolo. Solicita-se adequagao.

Resposta: O material biologico sera analisado somente em nossos laboratdrios da
PUCRS. A UFSC auxiliou no treinamento e processamento da técnica de coleta de
escarro. Uma de nossas bolsistas da pés-graduacgdo foi a Florianépolis realizar o
treinamento.

Anélise: Pendéncia atendida

5. Nao ha no protocolo indicacao sohre o que serd feilo com as criangas que
precisarem de atendimento clinico. Solicita-se esclarecimento se elas serao
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encaminhadas para algum servico. Nesse caso deverd haver acordo com a
instituigo que fara os atendimentos. Solicita-se adequagao.

Resposta: Informamos que nosso projeto foi submetido as Secretarias de
Educag&o tanto do municipio de Porto Alegre como do estado do Rio Grande do
Sul sendo que as mesmas solicitaram retorno dos resultados da pesquisa. A
secrefaria de educagdo do RS solicitou atendimento as criangas que forem
diagnosticadas com asma. Este alendimento acontecers da seguinte forma: todas
as criangas com diagndstico de asma receberdo atendimento per um ano em
nosso ambulatério de asma localizado no Hospital Sao Lucas da PUCRS e caso
seja necessario continuidade do atendimento o paciente sera encaminhado ao
posto de sadde mais préximo de sua residéncia com uma carta de nosso senvigo
solicitando encaminhamento ao hospital de referéncia mais proximo. Durante a
coleta de dados do projeto qualquer intercorréncia com a crianca durante os
exames realizados em nosso laboratério de fungéo pulmonar esta sera atendida
pela nossa equipe de pneumologia pediatica e caso for necessario
encaminharemos ao servigo de emergéncia do Hespital Sao Lucas da PUCRS.
Analise: Pendéncia atendida

6. Em relagdo aos TCLFs

a O TCLE da fase 1 nao informa os objetivos da pesquisa, justificativa e
relevancia, ndo hi sequer a informacao de que o sujeito podera ser
contatado em momento futuro caso seja incluido na fase 2 da pesquisa. E
precise que os sujeitos que participarao da pesquisa sejam suficientemente
esclarecidos sobre o conjunto da pesquisa. Solicita-se que os TCLE tenham
uma parte idéntica que se refere ao esclarecimento sobre os Objetivos,
Justificativa e relevancia da pesquisa € que difiram no que diz respeito aos
precedimentos. Solicita-se adequacao.

Resposta: Foi adequado conforme solicitacgo. Os TCLE Fase 1 e 2 foram
alterados informando os objetivos da pesquisa, justificativa e relevancia. No
TCLE da fase 1 incluimos a possibilidade de participacdo da crianca na fase
2 do estudo. Os TCLE fase 1 e 2 estdo em anexo.

Analise: Pendéncia atendida _

b. Como se trata de pesquisa com criangas de 8 a 12 anos solicita-se que seja
elaborado um termo de assentimento da crianga para participar do estudo.
Sclicita-se adequagao.

Resposta: Elaboramos um termo de assentimenio das criangas com idade
entre 8-12 anos para participagéo no estudo tanto da fase 1 quanto da fase
2. Documento em anexo.

Andlise: O termo de assentimento & um TCLE com uma linguagem
adequada a compreensdo da crianga. Deve constar os objetivos,
justificativa, relevancia assim como a descricao dos procedimentos. Mais
importante no assentimento & a descrigdo pelos pesquisadores do que sera
feito para que as criangas sejam suficientemente esclarecidas acerca da
pesquisa e que deixe claro seu compromisso de incluir somente as criangas
gue assentirem. Pendéncia parciaimente atendida.

¢. E importante deixar claro no TCLE da fase 2 que o consentimento refere-se
a participagao dos pais e da crianga. Solicita-se adeguacio.

Resposta: Foi adequado conforme solicitagio. O convite para participar da
pesquisa tanto da fase 1 quanto da fase 2 foi feito aos responsdveis legais e
para a crianga.

Anélise: Pendéncia atendida
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d. Nao consta garantia de assisténcia ou de encaminhamento as criangas que

forem diagnosticadas durante o estudo e que necessitem de assisténcia.
Solicita-se adeguacao.

Resposta: Este item foi respondido conforme considera¢do nimero 5.
Analise: Pendéncia atendida

. Como prev&em os itens IV.1.°h" e V1.3."h" da Resoiugao CNS 196/96, deve

ser garantido ao sujeitc de pesquisa o ressarcimentc de despesas
decorrentes da participacéc no estudo, tais como transporte e alimentacio
nos dias em que for necessaria sua presenga. Assim sendo, uma vez que
havera deslocamento dos participantes sclicita-se que a garantia de
ressarcimentc dos gastos decorrentes da participagao no estudo seja
apresentada de modo claro e afirmativo. Solicita-se adequagao.

Resposta: Foi adequado conforme solicitac&o. No TCLE fase 2 pagina 2
item CUSTO explicamos sobre o ressarcimento de despesas de transporte e
alimentacao tanto da crian¢a quanto de seu acompanhante. Salientamos
tambem que nao havera nenhum pagamento pela participacéo do estuda.
Anaiise: Pendéncia atendida

Nac consta a informagdo de que sera emitido em duas vias, ficando uma
com O pesquisador e outra com o sujeito de pesquisa (item IV.2."d" da
Resolucao CNS 196/98). Solicita-se adequacao.

Resposta: Foi adequado conforme solicitaggo. Colocamos uma observacao
como nota de rodapé informando que sera fornecida copia do TCLE ao
responsavel legal.

Anadlise: Pendéncia atendida

N&o ha informagao sobre como serio devolvidos os resultados da pesquisa,
nem os exames, inclusive os genéticas, nem os resultados finais do projeto.
Nao basta a publicagdo cientifica. Como bem reivindica a secretaria de
educagao, € preciso que os resultados sejam apresentados as escolas e a
secretaria de educagao. Solicita-se adequacio.

Resposta: Este item foi respondido conforme consideracdc numero 5.
Ressaltamos que os resultados finais serao divulgados as secretarias de
educacao do municipio de Porto Alegre e do estado do RS, &s escolas
selecionadas, bem como aos veiculos de comunicagdo pertinenies. Os
responsaveis legais receberdo laudo dos exames de fung¢éo pulmonar no dia
do exame. Porém os resultados da andlise imunolégica ¢ de genética no
sangue nao se caracterizam como dadeos de informacgéao clinica, estes sao
marcadores ainda em carater de pesquisa.

Analise: Em relagéo & frase “Seu filho recebera um laudo dos exames de
fungdo pulmonar e caso vocé gueira receber os resultados dos testes
laboratoriais (imunolégicos) e de genética essa solicitagao sera feita por
escrito no momente da coleta do material (sangue)” contida no TCLE
consideramos, conforme Resolugio 340 Item 111.4 “Aos sujeitos de pesquisa
deve ser oferecida a opg&o de escolher entre serem informados ou nao
sobre resultados de seus exames.”. Solicita-se adequagdo do TCLE
retirando a expressdo “por escrito” uma vez que pode ser entendida como
uma barreira ao exercicio do direito do sujeito reter consigo o resultado dos
exames imunologico e genético. Pendéncia parcialmente atendida.

- Como forma de contatoc com os pesquisadores somente & informado um

telefone. Solicita-se que seja incluido também o endere¢o onde o sujeito de
pesquisa possa encontrar gs mesmos.
Resposta: Foi adequado conforme solicitagao.

57 elips




Anexos

70

Caont. Parecer GONEP n. 202/2011

Analise: Pendéncia atendida

No termo referente a fase 1 (pagina 32, numeragio do CEP) nio estio
descritos 0s possiveis fiscos envolvidos na participagdo no estudo em tela.
Nos termos referentes a fase 2 (pagina 33-36 e 37-40, numeragéo do CEP)
encontra-se a citagdo: ‘nac ha grandes riscos associados a coleta de
sangue. A coleta pode causar desconforto, dor local, ou hematoma e,
ocasionalmente, mal-estar e tontura. Somente pessoas treinadas serdo
responsaveis pela coleta”. Cabe ressaltar que de acordo com o item V da
Resolug@o CNS 196/96, “considera-se que toda pesquisa envolvendo seres
humanos envolve risco. O dano eventual podera ser imediato ou tardio,
comprometendo o individuo ou a coletividade”, Ressalte-se ainda o item 11.8
da mesma resolugdo que define como “Risco da pesquisa - possibilidade de
danos & dimensao fisica, psiquica, moral, intelectual, social, cultural ou
espiritual do ser humano, em qualquer fase de uma pesquisa e dela
decorrente’. Solicita-se adequagao.

Resposta: Foi adequado conforme solicitacdo no TCLE tanto da fase 1
quanto da fase 2. Referente ao TCLE da fase 1 incluimos & seguinte citagao:
“Esta primeira efapa do estudo do ponto e vista fisico, psiquico, moral,
intelectual, social, cuifural, ou espirituai oferece risco minimo para vocé e
seu fifho(a)”. Referente ao TCLE fase 2 incluimos um novo item RISCCS
onde descrevemos o seguinte: “A sua participagdo e de seu filho{a) neste
estudo do ponto de vista fisico, psiquico, moral, intelectual, social, cultural,
ou espiritual oferece risco minimo. Ressaitamos que conforme o item V da
Resolugdo CNS 186/96 toda pesquisa com seres humanos envolve [iSCOS.
O dano pode ser imediato ou tardio, comprometendo o individuo ou a
coletividade”.

Analise: Pendéncia atendida

Com relagdo aos Termos referentes & fase 2 {pagina 33-36 e 37-4D,
numeragdo do CEP), se por gquestbes de configuracéo, a pagina de
assinaturas do TCLE se apresentar em uma folha em separado, solicita-se o
cuidado de obter a rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel legal nas
demais folhas dos TCLE, considerando-se a protecdo do sujeite, bem como
do pesquisador. Solicita-se adequagao.

Resposta: O TCLE da fase 1 apresenta-se em uma Gnica folha. Para evitar
extravio dos documentos a impressdo do TCLE & feita junto com o
questionario da fase 1 (frente e verso). Ja o TCLE da fase 2 as assinaturas
encontram-se na pagina nimero 4 porém como este termo & mais detalhado
foi redigido em quatro paginas solicitaremos as rubricas do sujeito da
pesquisa e seu responsavel legal em todas as paginas do referido termo.
Analise: Pendéncia atendida

. Os modelos de TCLE apresentados nao possuem numeracdo em suas

paginas, o que pode comprometer a integridade das informagdes contidas
no documento (retirada ou adigao de paginas). Solicita-se adequacao.
Resposta: Foi adeguado conforme solicitacao.

Analise: Pendéncia atendida

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP, de

acordo com as atribuicbes definidas na Resolucdo CNS 196/98, manifesta-se pela
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aprovacio do projeto de pesguisa proposto, devendo o CEP
cumprimento das questdes acima, antes do inicio do estudo.

Situacao: Protocolo aprovade com recomendacio.

Brasilia, 03 de marco de 2011.

Y . !Iu;sf;l{t.m.--wx_i»-»..__
“Gysélle’ Saddi'Tannous
Coordenadora da CONEP/CNSMUS

77
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ANEXO 2 - APROVACAO PLATAFORMA BRASIL

PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE Q@"WM SR
DO SUL - PUC/RS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PREVALENCIA DE ASMA EM UMA AMOSTRA DE CRIANCAS BRASILEIRAS E
CARACTERIZAGAO DE FENOTIPOS CLINICOS, MARCADORES BIOLOGICOS E
FUNCIONAIS

Pesquisador: Renato Tetelbom Stein

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 19835913.8.0000.5336

Instituicao Proponente: UNIAO BRASILEIRA DE EDUCACAO E ASSISTENCIA

Patrocinador Principal: CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 337.598
Data da Relatoria: 19/07/2013

Apresentagao do Projeto:

Vide conclusdes

Objetivo da Pesquisa:

Vide conclusées

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Vide conclusées

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Vide conclustes

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Vide conclusées

Recomendacoes:
Vide conclusbes

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Aprovada a inclusao de mais 25 sujeitos de pesquisa.

Endereco: Av.lpiranga, 6681

Bairro: CEP: 90.619-900
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (513)320--3345 Fax: (513)320--3345 E-mail: cep@pucrs.br
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PONTIFiCIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE
DO SUL - PUC/RS

Continuagao do Parecer: 337.598

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Néo

Consideracdes Finais a critério do CEP:

PORTO ALEGRE, 20 de Julho de 2013

€

Assinador por:
caio coelho marques

(Coordenador)
Enderego: Av.lpiranga, 6681
Bairro: CEP: 90.619-900
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (513)320--3345 Fax: (513)320-3345 E-mail: cep@pucrs.br
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