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RESUMO 



Resumo 

viii 

Introdução: A prevalência da obesidade e da asma tem aumentado muito durante 

as últimas décadas. Investigações atuais sugerem que a obesidade está 

associada à asma em numerosos estudos. Os mecanismos pelos quais a 

obesidade interfere nos sintomas da asma ainda são controversos.  

Objetivo: avaliar o efeito da obesidade na atividade eosinofílica através da 

quimiotaxia e adesão em crianças e adolescentes asmáticos e não asmáticos em 

associação a dosagem das adipocinas séricas. Método: Incluídos 32 asmáticos 

obesos (AO) e não obesos (ANO), 5 não asmáticos obesos (NAO) e 5 não 

asmáticos não obesos (NANO). Colhido sangue periférico para isolamento de 

eosinófilos através do gradiente de Percolll seguido de separação 

imunomagnética. Para quimiotaxia utilizada câmara de microquimiotaxia com  

48 poços em triplicata com MEM (espontânea), eotaxina, PAF (fator de ativação 

plaquetária) e RANTES (regulated on activation, normal T cell expressed and 

secreted). Leitura através de filtro com contagem em microscópio óptico.  

A adesão foi realizada com placas de fibronectina em triplicata com MEM e 

eotaxina. Leitura através da absorbância das amostras desconhecidas com as da 

curva padrão de células. Feito dosagem de leptina e adiponectina por ELISA. 

Resultado: A quimiotaxia espontânea foi maior entre os AO e ANO (p=0,02)  

e entre os AO e NANO (p=0,03). Com eotaxina houve aumento para o grupo AO 

em relação aos ANO e aos NANO, e do grupo dos NAO em relação aos ANO e 

NANO (p<0,0001). Para o PAF, o grupo AO mostrou-se maior do que NANO 

(p=0,02). O RANTES apresentou significância entre os NAO em relação aos ANO 

e NANO (p=0,01). Na adesão espontânea dos eosinófilos a fibronectina,  

não foi encontrado relevância entre os grupos. Com eotaxina, houve maior adesão 

para os AO em relação aos NANO (p=0,04). Maior concentração de leptina no 

grupo dos AO e NAO (p=0,0001). Não foi encontrado diferença entre os grupos 

para adiponectina total. Conclusão: Este é o primeiro estudo a demonstrar uma 

maior atividade eosinofílica (quimiotaxia e adesão) em crianças e adolescentes 

obesos asmáticos atópicos em relação aos não obesos e aos voluntários 

saudáveis com associação ao aumento de leptina sérica.  

Palavras-chave: quimiotaxia, adesão, obesidade e asma. 
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ABSTRACT 



Abstract 

x 

Background: The prevalence of obesity and asthma has increased over the past 

several decades. Recent investigations suggest relationship between asthma and 

obesity in many studies, but the mechanisms are unclear. The aim of this study 

was evaluate the obesity effect in eosinophil activity by chemotaxis and adhesion 

in asthmatic and non-asthmatic children and adolescents in association with serum 

adipokines measurement Method: 32 asthmatic obese (AO) and asthmatic non 

obese (ANO), 5 non asthmatic obese (NAO) and 5 non asthmatic non obese 

(NANO) were included. Peripheral blood was collected and eosinophils were 

purified using a Percoll gradient followed by immunomagnetic cell separator. 

Chemotaxis was performed with microchemotaxis chamber in triplicate with MEM 

(spontaneous), eotaxin, PAF (platelet-activating factor) and RANTES (regulated on 

activation, normal T cell expressed and secreted). The measurement was done by 

optical microscope count. The adhesion was performed by fibronectin plates in 

triplicate with MEM and eotaxin. Eosinophilic adhesion was calculated by 

comparison between absorbance of unknown samples with the standard curve. 

Leptin and adiponectin were quantified by ELISA. Results: spontaneous 

chemotaxis was higher between AO and ANO (p=0.02) and between AO and 

NANO (p=0.03).With eotaxin, the increased was between AO and ANO and 

between AO and NANO, and between ANO and NANO (p<0.0001).With PAF,  

AO was higher than NANO (p=0.02). RANTES was increased among NAO and 

ANO and NANO (p=0.01). In spontaneous adhesion, there was no difference 

between groups. With eotaxin, the adhesion was higher between AO and NANO 

(p=0.04). Leptin was higher in AO and NAO than the others (p=0.0001). There was 

no difference among groups for total adiponectin. Conclusion: This is the first 

study that showed higher eosinophilic activity (chemotaxis and adhesion) in atopic 

obese asthmatic children and adolescents in relationship to asthmatic non obese 

and healthy volunteers. 

Key words: chemotaxis, adhesion, obesity and asthma. 
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1.1- Obesidade 

Globalmente há uma epidemia de obesos com mais de 1,6 bilhão de 

sobrepesos no mundo, dos quais 400 milhões são adultos obesos. A Organização 

Mundial de Saúde acredita que 10% da população mundial será obesa em 20151

A obesidade é também um problema de saúde pública em crianças. 

Nos Estados Unidos da América (EUA) há 22 milhões de sobrepesos abaixo de  

5 anos de idade, e desde 1980, o número de sobrepesos infantis vem dobrando 

enquanto o número de adolescentes sobrepesos está mais que triplicando

. 

2

A prevalência da obesidade nos países europeus tem triplicado nas 

últimas duas décadas, com aumento significativo nos custos para a economia e 

para a saúde. No Reino Unido, a obesidade contribui com 30.000 mortes por ano 

e 5,4 bilhões de dólares com gastos em saúde. Nos EUA, os custos anuais com 

cuidados em saúde são 36% maiores para os pacientes obesos em comparação 

com os pacientes com índice de massa corporal (IMC) normal

. 

3

No Brasil, assim como em diversos países em desenvolvimento, 

ocorreu o processo de transição nutricional consistente na redução da desnutrição 

infantil e no aumento da prevalência do sobrepeso e obesidade

. 

4

A prevalência da obesidade no Brasil varia de acordo com a região do 

país. Segundo Abrantes et al., a prevalência de obesidade é de 8,2% em crianças 

e 6,6% em adolescentes na região nordeste e 11,9% para crianças e 8,4% para 

adolescentes na região sudeste

. 

4

Evidências epidemiológicas apoiam a teoria de que a relação entre 

obesidade e risco de desenvolvimento de doenças inicia-se precocemente na vida. 

Sabe-se que quando o sobrepeso começa na infância aumentam três vezes as 

probabilidades de obesidade na vida adulta, em comparação com as crianças de 

peso corporal normal

. 

4

 

. 
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O aumento da morbidade e mortalidade associado com a obesidade é 

relacionado com numerosas condições crônicas, incluindo doenças 

cardiovasculares e metabólicas, estados de hipercoagulação, osteoatrites e 

câncer. É também fortemente relacionada com sintomas respiratórios incluindo 

dispnéia, síndrome da apnéia obstrutiva do sono, síndrome de hipoventilação da 

obesidade, doença pulmonar obstrutiva crônica, embolia pulmonar e asma3

 

. 

1.2- Asma 

A asma é uma doença inflamatória crônica das vias aéreas, na qual, 

muitas células e elementos celulares estão envolvidos. A inflamação crônica 

associada à hiperresponsividade brônquica leva a episódios recorrentes de 

chiado, falta de ar, aperto no peito e tosse, particularmente à noite e ao despertar. 

Esses episódios são associados com obstrução ao fluxo aéreo variável com 

reversibilidade espontânea ou com tratamento5

A prevalência da asma está aumentando globalmente em crianças e 

adultos nas últimas duas décadas. É a condição crônica mais comum em crianças 

e adolescentes afetando 10% destes abaixo de 14 anos e 300 milhões de pessoas 

no mundo

. 

6

Acredita-se que a prevalência da asma seja de 1 a 18% da população 

em diferentes países apesar da dificuldade de padronização dos métodos nos 

vários estudos realizados ao redor do mundo

. 

5

A asma acomete uma a cada três crianças no mundo e o Brasil é 

considerado o oitavo país mais prevalente

.  

7

De acordo com o grupo brasileiro do ISAAC (International Study of 

Asthma and Allergies in Childhood), as prevalências médias de asma entre os 

escolares foram: 24,3% para asma ativa, com valores mais elevados em  

São Paulo; asma grave, 6,1%, com os valores mais elevados em São Paulo e 

Natal; asma diagnosticada por médico, 10,3% (Manaus e Natal)

. 

8. 
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Entre os adolescentes, as prevalências médias foram: asma ativa, 

19,0%, com valores mais elevados em Salvador e Vitória da Conquista; asma 

grave, 4,7%, com valores mais elevados em Vitória da Conquista e Aracaju; asma 

diagnosticada por médico, 13,6% (Belém, Porto Alegre e Caruaru)8

A asma causa grandes gastos, aproximadamente 10 bilhões de dólares 

por ano, particularmente em crianças pequenas pela necessidade de uso de 

serviços de emergências, hospitalizações e medicações. Absenteísmo escolar e 

perda de dias de trabalho são consequências sociais e econômicas causadas pela 

asma

. 

9

O motivo que explique o aumento da prevalência da asma nos últimos 

trinta anos é incerto. Várias hipóteses tentam elucidar esse fenômeno. Acredita-se 

na mudança do estilo de vida, a hipótese da higiene, uso rotineiro de vacinas, 

exposição maior aos aeroalérgenos, a poluição doméstica e atmosférica

. 

8

Segundo dados do ISAAC - grupo brasileiro, os níveis mais elevados de 

prevalência foram observados nos centros próximos à linha do Equador. Não se 

documentou relação entre exposição à poluição atmosférica, exposição precoce a 

infecções respiratórias e gastrointestinais e a prevalência de asma. Tais dados 

colocam em cheque a validade da hipótese da higiene para a América Latina 

como um todo

. 

10

A asma é uma doença complexa causada por múltiplos fatores 

ambientais em combinação com mais de 100 genes dominantes e não dominantes 

suscetíveis correlacionados com várias formas ou fenótipos (Tabela 1).  

Esses fenótipos incluem asma alérgica, asma grave resistente a corticoides e 

asma induzida por cigarros, poluição, aspirina, exercícios e o novo  

fenótipo-obesidade

.  

11

Esses diferentes fenótipos coexistem e podem agir com sinergismo nos 

pacientes, embora mecanismos patogênicos distintos sejam propostos para cada 

fenótipo diferente

.  

11. 
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Segundo Lessard et al., a obesidade pode ser considerada um novo 

fenótipo da asma. Neste estudo, os obesos relataram maior limitação de atividade 

física, falta de ar e chiado do que os não obesos traduzindo piora do controle dos 

sintomas e da gravidade da asma, além da redução da resposta ao tratamento 

padrão e diminuição da função pulmonar em relação aos não obesos12

 

. 

Tabela 1- Fenótipos clínicos da asma e mecanismos fisiopatológicos associados 

Fenótipos clínicos da 

Asma 

Recrutamento de 

células Th2 

Mecanismos ou  

células efetoras 

Alérgica Sim IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-25, IL-33, IL-17? 

CD4+, CDs, eosinófilos, mastócitos, 

basófilos, células Natural Killer 

Infecção viral Não IL-13?(citocinas Th2?), macrófagos 

alveolares, células NK (imunidade inata) 

Poluição, cigarros, 

partículas de diesel, 

fumaça 

Não IL-17, estresse oxidativo, partículas 

pequenas, neutrófilos, células NK 

Aspirina Não Leucotrienos, perda da PG-E2 

Obesidade Sim/não? Estresse oxidativo, PCR, TNF-alfa, 

adipocinas?? 

Resistência aos 

esteróides 

Não IL-17, neutrófilos, células NK? 

Ar frio, exercício Não Mudança na osmolaridade da mucosa, 

citocinas? 

Intrínseca ? Irritabilidade do músculo liso? 

Adaptado de Nature Immunology 2010; 11:577-84 
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1.3- Associação asma e obesidade - revisão bibliográfica 

A prevalência da obesidade e da asma tem aumentado muito durante 

as últimas décadas em todo o mundo13-15

Em modelos transversais encontramos associação positiva em vários 

estudos:  

. Cada vez mais as investigações 

sugerem que a obesidade está associada à asma em diferentes modelos de 

estudos. 

Von Mutius et al., a partir dos dados de National Health and Nutrition 

Examination Survey III (NHANES III)  avaliou a relação do IMC com a asma e 

atopia numa amostra de crianças americanas de 7 a 14 anos. Verificou-se que a 

prevalência da asma e da atopia aumenta significativamente em relação ao 

aumento do índice de massa corporal (IMC), não havendo diferença por gênero 

e/ou etnia. Os autores concluíram que o IMC pode ser um fator de risco para o 

desenvolvimento da asma13

Através do programa National Study of Health and Growth (NSHG), 

Figueroa-Muñoz et al., analisaram 14.908 crianças de 4 a 11 anos por 

questionário padronizado. Concluíram que a obesidade está associada à asma 

independente da etnia com associação mais forte nas meninas do que nos 

meninos

. 

14

Schachter et al., em estudo epidemiológico, incluíram 5993 crianças 

caucasianas de 7 a 12 anos de idade após realização de medidas de peso, altura, 

testes alérgicos para aeroalérgenos comuns e medidas de hiperresponsividade 

brônquica por inalação com histamina. História de diagnóstico médico de asma, 

chiado, tosse e uso de medicações foram obtidos por questionário. Após ajuste 

para sexo, idade, história familiar de atopia e de fumantes, encontraram IMC como 

um fator de risco para chiado e tosse, mas não para hiperresponsividade 

brônquica. Somente para as meninas, o IMC foi associado a atopia

. 

15

 

. 
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Van Gent et al., (2007) selecionaram 1758 crianças de 7 a 10 anos em 

quatro grupos: asmáticos obesos e não obesos, saudáveis obesos e não obesos 

para avaliação da qualidade de vida através de questionário padronizado para 

asma em pediatria. Comparados com os saudáveis, o score diminuiu 25% em 

crianças com asma e obesidade, 14 % em crianças com asma e IMC normal e 

apenas 1% nos saudáveis obesos. Concluíram que o ganho de peso excessivo é 

associado à diminuição da qualidade de vida em crianças asmáticas16

No estudo ISAAC - grupo chinês, Chu et al., incluíram 170.457 

estudantes. Utilizando seleção randomizada, 14.654 foram selecionados e 

completaram os testes de função pulmonar. Concluído após análise dos fatores de 

risco para asma (atopia, IMC, ser fumante ativo ou passivo e atividade física) que 

o IMC extremo é associado ao aumento da prevalência da asma e prejuízo da 

função pulmonar com diminuição de VEF1/CVF em crianças na idade escolar

. 

17

Em modelos com grupo controle, dois estudos encontraram associação 

positiva e dois não identificaram diferenças na prevalência de obesidade em 

asmáticos: 

.  

Luder et al., conduziram um estudo com 209 crianças e adolescentes 

hispânicas e/ou negras de 2 a 18 anos de idade avaliando se o ganho ponderal de 

asmáticos diferia dos não asmáticos e se este ganho se associava ao aumento 

dos sintomas da asma. Concluíram que houve associação significativa entre a 

gravidade da asma e o risco de sobrepeso. O grupo caso apresentou risco relativo 

de 1,34 de terem IMC > 85 quando comparados ao grupo-controle. As crianças 

com asma moderada/grave e IMC elevado estavam associadas à diminuição da 

função pulmonar e ao maior uso de medicações para controle da asma18

Selecionadas 457 crianças de 12 anos participantes da fase 2 do 

estudo ISAAC para avaliação da relação entre o IMC com sintomas da asma e 

manifestações atópicas. O grupo-caso era composto por 161 crianças e o  

grupo-controle por 296. Mai et al., encontraram associação entre o IMC elevado 

com episódios atuais de sibilância (OR=1,7). IMC > 75 associou-se à gravidade da 

. 
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asma, aos episódios de sibilância nos últimos 12 meses e à presença de eczema 

atópico nas crianças do grupo-caso19

Em um estudo italiano envolvendo 554 crianças asmáticas (caso) e  

625 crianças saudáveis (controle) avaliou-se o desvio padrão (DP) do IMC 

considerando sobrepeso/obesidade IMC ≥ 2 DP. Não foi encontrado aumento na 

prevalência de sobrepeso/obesidade em crianças e adolescentes com asma. 

Observou-se ainda que, crianças e adolescentes com infecção respiratória de 

repetição sem uso de corticóide inalatório apresentavam IMC ≤ 2 DP

. 

20

Brener et al., avaliaram 265 adolescentes asmáticos obesos com 

idades entre 12 e 21 anos e um grupo-controle com 482 asmáticos na mesma 

faixa etária. Foi comparada a prevalência da obesidade e sua associação com a 

classificação de gravidade da asma. Concluíram que não houve diferença na 

prevalência da obesidade e não houve associação com a gravidade da asma 

(21% asma moderada/grave, 19% asma leve e 17% controles)

. 

21

Em coortes prospectivas, podemos citar dois estudos: 

. 

- Oddy et al., investigaram a relação do aleitamento materno com a asma e a 

influência do IMC para o risco de desenvolvimento de asma. Foram avaliadas 

2.165 crianças sendo realizado teste alérgico em 1.596. Confirmado diagnóstico 

de asma em 17% das crianças. A correlação do IMC com a asma foi significativa 

somente em meninos. Em relação ao aleitamento materno, quando exclusivo, 

reduz em 4% o risco de desenvolvimento da asma sendo, portanto,  

fator protetor22

- Através da coorte KOALA, Eijkemans et al., incluíram 305 crianças 

acompanhadas desde o nascimento. Informações sobre chiado foram adquiridas 

através de questionários preenchidos pelos pais nas idades de 7 meses, 1, 2 e 4 

a 5 anos correlacionadas com atividade física e IMC. Não encontraram 

diferenças em relação à atividade física entre as crianças que apresentaram 

chiado e as que nunca tinham apresentado chiado nos últimos anos

. 

23.  
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Estudos de metanálises mostraram forte evidência de que obesidade 

aumenta o risco de desenvolver asma:  

Flaherman & Rutherford incluíram estudos de coorte que avaliaram alto 

peso ao nascer ou durante a infância e risco futuro de asma. Encontraram risco 

relativo aumentado de desenvolver asma em relação à obesidade na infância 

(RR=1,5;IC 95%) e em relação ao alto peso ao nascer (RR=1,2;IC 95%).  

Porém, os autores discutem as limitações desse estudo como critérios 

diagnósticos das doenças atópicas, muitas vezes relatadas pelos indivíduos e não 

diagnosticadas por médicos, a falta de relatos de exposição ao tabagismo e de 

antecedentes familiares de asma ou atopia24

Beuther & Sutherland avaliaram o IMC e a incidência de asma em 

adultos através de estudos epidemiológicos prospectivos. Verificaram que o 

elevado IMC tem efeito dose-resposta na incidência da asma. O OR (odds ratio) 

foi de 1,38 (IC95%, 1,17-1,62) para incidência de asma para peso normal em 

relação ao sobrepeso e foi mais elevado para peso normal em relação a 

obesidade (OR 1,92; IC95%, 1,43-2,59, p<0,0001). Concluíram que o sobrepeso e 

obesidade estão associados com aumentado dose-dependente no OR da 

incidência de asma em homens e mulheres

. 

25

Em revisões sistemáticas são relatados que a obesidade é um fator de 

risco para asma, porém os fatores causais entre essas duas condições são pouco 

conhecidos. Discutem-se fatores mecânicos, alterações inflamatórias e imunes 

presentes na asma e na obesidade. 

. 

Dixon et al., foram relatores de um workshop sobre obesidade e asma 

com o objetivo de reunir os especialistas sobre os dois assuntos para melhor 

entendimento da associação entre elas e definir direções futuras para pesquisas. 

Os principais resultados encontrados nos estudos foram que a obesidade é um 

fator de risco para asma em todos os grupos de estudos demográficos,  

a asma nos obesos pode representar um fenótipo único, com maior gravidade da 

doença e pior resposta a terapia convencional. Há uma necessidade urgente de 
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pesquisas para melhor entendimento dos mecanismos da asma na obesidade e 

para o desenvolvimento de terapias específicas para esta população de 

pacientes26

O objetivo dessa revisão sistemática, segundo Noal et al., foi investigar 

a relação entre o estado nutricional de crianças e a incidência ou persistência da 

asma durante a adolescência. A pesquisa sistêmica encontrou 1563 artigos sendo 

selecionados 10 após inspeção criteriosa. Destes, oito mostraram associação 

positiva entre sobrepeso/obesidade e asma. Dos quais, dois foram independentes 

do sexo, três encontraram essa relação apenas no sexo masculino e outros três 

apenas no sexo feminino. Concluíram que há forte evidência de que a obesidade 

precede e está associada com a persistência e intensidade dos sintomas da asma, 

embora o papel do sexo não esteja bem esclarecido

. 

27

 

. 

1.4- Mecanismos inflamatórios da obesidade na asma 

O maior desafio é entender a relação natural entre a asma e a 

obesidade. Os mecanismos pelos quais a obesidade interfere nos sintomas da 

asma ainda são controversos28

A asma pode estar presente nos obesos devido à influência do estado 

inflamatório desencadeado pela obesidade através de liberação de interleucinas, 

quimiocinas e citocinas pelos adipócitos

. 

28

O tecido adiposo era considerado inerte para estoque de energia,  

mas atualmente tem sido reconhecido como um dos responsáveis pela regulação 

dos processos fisiopatológicos incluindo a modulação da resposta inflamatória e 

imune

. 

28

Os adipócitos produzem e liberam uma variedade de fatores pró e  

antiinflamatórios, incluindo as adipocinas leptina, adiponectina, resistina,  

adipsina e visfatina, além de citocinas e quimocinas como fator de necrose tumoral  

. 
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(TNF-α), interleucina (IL) 6, IL-1b, proteína C reativa e proteínas quimioatraentes 

dos monócitos (MCP-1), responsáveis por  aumentar a resposta inflamatória local 

e sistêmica28,29,30

 

. 

1.4.1- Adipocinas 

O tecido adiposo funciona, então, como um órgão endócrino pela 

elaboração das adipocinas, isto é, hormônios derivados dos adipócitos que são 

estruturalmente similares as citocinas. As mais estudadas até o momento são: 

leptina e adiponectina30

 

. 

1.4.1.1- Leptina 

A leptina é uma proteína com 16Kd, tendo o adipócito como sua maior 

fonte28, portanto os seus níveis séricos estão diretamente relacionados com a 

quantidade de massa adiposa28,31

Originalmente, a leptina foi descrita como o hormônio da saciedade que 

informa o hospedeiro sobre o estoque de energia e estimula o metabolismo

. 

30. 

Interessantemente, em estudos feitos com crianças obesas comparando com 

crianças não obesas com a mesma faixa etária e sexo, os níveis de leptina estão 

consistentemente aumentados com correlação ao IMC, provavelmente pela 

insensibilidade a leptina endógena31

As formas longas (LepRb) e curtas (LepRa) dos receptores da leptina 

são expressados pelas células brônquicas e alveolares e pelos macrófagos 

alveolares. Outras células do sistema imune, como os monócitos, neutrófilos, 

células dendríticas, linfócitos B e T, células Natural Killer também expressam 

esses receptores

. 

32

A leptina está sendo descrita como pró-inflamatória

. 

30. Está associada 

com a regulação da fagocitose dos macrófagos, produção de citocinas  

pró-inflamatórias e estimulação da produção de TNF-α, IL-6 e IL-12 que também 
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estão aumentados na asma28,33. Estima-se que 25% da IL-6 liberada na circulação 

seja produzida pelos adipócitos28

A leptina protege os linfócitos T da apoptose e regula a proliferação e 

ativação das células T. Também influencia a produção de citocinas pelos  

linfócitos T, geralmente desviando para a resposta Th1

. 

28.Além de, aumentar a 

expressão de adesão molecular em células epiteliais34

Estudos em humanos são inconclusivos em confirmar a associação 

entre os níveis de leptina e o risco para asma

. 

35. Um grande estudo populacional 

nos EUA encontrou associação positiva entre altos níveis de leptina e risco para 

asma em mulheres (OR de 3,2, 95% IC - 1,3 - 7,7)36. Porém, outro grande estudo 

com modelo caso-controle através da coorte Finnish não encontrou associação 

independente entre asma e os níveis de leptina nas idades de 3 a 18 anos e  

9 a 24 anos, mas encontrou altos níveis de leptina em adultos asmáticos obesos 

comparados aos não obesos asmáticos37

Em crianças, estudos transversais mostraram associação positiva entre 

níveis altos de leptina em asmáticas com peso adequado em relação às crianças 

saudáveis

. 

33,38. Análise de regressão múltipla indicou que tanto a asma quanto o 

IMC são preditores dos níveis de leptina em crianças33

Mai et al., após 12 anos de seguimento de crianças asmáticas com IMC 

elevados encontraram níveis de leptina significativamente mais altos em crianças 

asmáticas com sobrepeso comparadas as não asmáticas com sobrepeso

. 

39.  

Porém outro estudo realizado por Kim et al., não encontrou associação entre 

níveis de leptina e manifestações da asma em crianças40

O potencial para leptina contribuir para asma nos obesos existe,  

mas investigações mais detalhadas são necessárias

. 

31

 

. 
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1.4.1.2- Adiponectina 

Ao contrário das outras adipocinas, os altos níveis circulantes da 

adiponectina (a mais abundante adipocina no sangue periférico) estão diminuídos 

nos obesos28

Estudos têm comprovado que os níveis de adiponectina são 

significativamente menores nas crianças obesas comparadas as não obesas

. 

41,42,43 

e correlaciona negativamente com o IMC40,41,42,43

Sua função mais conhecida é a regulação da sensibilidade à insulina. 

Administração exógena de adiponectina protege ratos obesos contra diabetes  

tipo 2 e aterosclerose

. 

44

Todos os receptores conhecidos da adiponectina (AdipoR1, AdipoR2, 

T-cadherin e calreticulin) são expressados nos vários tipos celulares dos 

pulmões

. 

30,35,44. Porém a sua ação é anti-inflamatória28,30,44

A adiponectina reduz a produção e atividade do TNF-α, inibe o fator 

nuclear Kappa B (NF-kB) e a produção de IL-6 acompanhado pela indução de 

citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e antagonista do receptor de IL-1

. 

28,31,35,45. 

Além de, reduzir a adesão das moléculas de adesão endotelial (ICAM-1) e 

moléculas de adesão vascular46

Como na leptina, os estudos atuais em humanos com o objetivo de 

demonstrar a associação independente dos níveis de adiponectina e asma são 

inconclusivos

. 

35. Estudos realizados em crianças e adultos demonstraram um fator 

protetor entre a concentração de adiponectina e risco para asma, independente do 

IMC47,48. Por outro lado, Jartti et al., através da coorte Finnish, com pacientes que 

reportaram serem portadores de asma, não encontraram associação 

independente entre a razão de leptina/adiponectina séricas, refletindo o balanço 

inflamatório das adipocinas37

 

. 
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Medoff et al., através de modelo animal, ratos induzidos a asma 

alérgica crônica, concluíram que, a deficiência de adiponectina leva ao aumento 

da inflamação pulmonar, hipertrofia grave da artéria pulmonar e hipertensão 

pulmonar. E mais, a redução dos níveis de adiponectina pode ser um importante 

mecanismo entre a obesidade e a inflamação pulmonar associado à asma e o 

remodelamento vascular na hipertensão pulmonar49

 

.  

1.5- Inflamação da asma nos obesos 

A asma pode estar presente via sistema imune adquirido, com o 

eosinófilo como a célula predominante na via aérea ou via sistema imune inato 

caracterizado pelo aumento de neutrófilos50

As asmas eosinofílica e neutrofílica são ativadas por diferentes 

estímulos e funcionalmente conduzidas por diferentes vias inflamatórias

. 

31.  

A asma eosinofílica é ativada por alérgenos e a via inflamatória é primariamente 

conduzida pela IL-5 e asma neutrofílica é ativada por vírus, bactérias, poluentes e 

componentes da dieta tendo a IL-8 como condutora da cascata inflamatória50

A patogênese da asma em crianças obesas não é totalmente 

conhecida

. 

31

 

, mantém a discussão eosinofílica, não eosinofílica (Figura 1). 
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Adaptado do Nature Immunology 2010;11:577-84 

Figura 1- A heterogeneidade da asma. A asma é uma doença complexa causada 

por múltiplos fatores. Há diferentes fenótipos da asma e, em alguns 

pacientes estas formas podem coexistir. 

 

Embora diferentes formas da asma sejam reconhecidas, o maior foco 

de pesquisa e tratamento nos últimos 25 anos tem sido a asma alérgica,  

a forma mais comum da asma11

As células T helper tipo 2 (Th2) alérgeno-específicas estão presentes 

nos pulmões da maioria dos pacientes com asma, particularmente com asma 

alérgica. As células Th2 produzem citocinas que regulam a síntese de 

imunoglobulinas E (IgE) alérgeno-específicas

. 

11. A citocina IL-4 regula síntese de 

IgE, IL-5 controla recrutamento de eosinófilos, IL-9 recrutamento e crescimento de 

mastócitos, e IL-13 responsável pela hiper-reatividade brônquica (HRB), o evento 

central da asma111,51,52. 
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Entendimento do papel da alergia e das células Th2 na asma tem sido 

demonstrado através de modelos animais. As células Th2 alérgeno-específicas 

podem ser induzidas em ratos, e quando recrutadas para os pulmões causam o 

desenvolvimento de inflamação eosinofílica e HRB53. No entanto, o processo de 

sensibilização alérgica em ratos pode não refletir o processo natural que ocorre 

em humanos, que até hoje não é totalmente compreendido11

A transferência de células alérgeno-específicas Th1 abole a eosinofilia 

de vias aéreas e a produção de muco, embora o desenvolvimento de HRB não 

diminua. Interessantemente, a nova polarização Th1 pode produzir IL-9 e IL-13 

quando tratados com IL-18

. 

11

O que se sabe atualmente é que, os eosinófilos são os granulócitos 

predominantes nos sítios da inflamação alérgica

. 

11,51,52. Após estimulação,  

os eosinófilos têm um papel pró-inflamatório importante pela produção de 

leucotrienos, bem como citocinas Th1 (Interferon gama e IL-12) e citocinas  

Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e fator de necrose tumoral), além da liberação de 

substâncias pré e neoformadas (proteína catiônica eosinofílica (ECP),  

peroxidase eosinofilica (EPO), proteína X eosinofílica (EPX) e neurotoxina 

derivada do eosinófilo (EDN)11,51

O mecanismo que promove o recrutamento de eosinófilos para o sítio 

inflamatório nos obesos ainda não está completamente esclarecido

. 

53,  

porém evidências apontam para o envolvimento de citocinas (IL-3, IL-5 e GM-CSF 

-fator de crescimento de granulócitos) e adipocinas (leptina e adiponectina)  

nesse processo49,54

A migração dos eosinófilos no processo inflamatório da asma depende 

da concentração de quimioatraentes para penetrarem na circulação pulmonar e 

espaço intersticial

. 

52,55. Os eosinófilos podem ampliar a cascata inflamatória 

produzindo agentes quimiotáxicos como eotaxina, PAF (fator de ativação 

plaquetária) e RANTES (regulated on activation, normal T cell expressed and 

secreted)55. 
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A eotaxina é a quimocina mais específica para quimiotaxia dos 

eosinófilos na resposta alérgica. Seu receptor (CCR3) é expressado nas células  

T helper 2 quando co-localizados com os eosinófilos56

O PAF é produzido pelos eosinófilos através da acetilação de éster 

fosfolipídico (forma estocada precursora do PAF). É um dos mais potentes 

agentes seletivos de quimiotaxia para os eosinófilos

. 

52

Os níveis de RANTES, um produto das células T ativadas,  

encontram-se elevados nas vias aéreas de asmáticos atópicos e não-atópicos, 

promovendo infiltração de eosinófilos e células T. A expressão de RANTES tem 

sido localizada no músculo liso brônquico, nos eosinófilos e células T da 

submucosa

.  

55

 

. 

1.6- Modelo fisiopatológico da relação asma-obesidade 

Há evidências de que a inflamação sistêmica da criança com asma 

pode ser exacerbada pelo processo inflamatório sistêmico causado pela 

obesidade31

O processo inflamatório crônico criado pelo excesso de adipócitos tem 

sido responsável por numerosas condições

. 

28

 

 e pode ser o fator da patogênese da 

asma nos obesos. Acredita-se que o aumento dos mediadores inflamatórios 

sistêmicos associados à obesidade exacerbe a inflamação pulmonar, componente 

direto da fisiologia da asma. 
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Adaptado de Paediatr Resp Rev 2011 [Epub ahead of print] 

TNF- fator de necrose tumoral, IL-6- interleucina6 e HRB- hiper-reatividade brônquica 

Figura 2- Modelo fisiopatológico da asma nos obesos. Excesso de adipócitos 

aumentam a inflamação sistêmica, com subsequente aumento da 

inflamação pulmonar e contribuição para patogênese da asma. 

 

 



 40 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2- JUSTIFICATIVA 
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A incidência e prevalência da obesidade estão aumentando em 

crianças em todas as partes do mundo. Dentre todas as complicações da 

obesidade infantil, a doença respiratória é a mais negligenciada por médicos e 

pacientes.  

Embora os efeitos mecânicos estejam tradicionalmente associados com 

a fisiopatologia da relação asma-obesidade, há evidências de que a inflamação 

desencadeada pela obesidade influencia a doença respiratória. 

A asma, reconhecida como doença inflamatória crônica, está presente 

nos obesos com aumento da prevalência, gravidade e duração dos sintomas 

devido às alterações do processo inflamatório desencadeados pela liberação de 

substâncias pró e anti-inflamatórias pelos adipócitos como as adipocinas leptina, 

adiponectina, resistina, adipsina e visfatina, além de citocinas e quimocinas como 

fator de necrose tumoral (TNF-α), interleucina (IL) 6, IL-1b, proteína C reativa e 

proteínas quimioatraentes dos monócitos (MCP-1). 

Os níveis de leptina estão aumentados na obesidade alterando a 

expressão de moléculas de adesão e de quimiocinas, assim como liberação de 

mediadores inflamatórios (IL1-b, IL-6, IL-8, MCP-1) em eosinófilos humanos.  

A adiponectina que inibe a produção de TNF-α, IL-6, fator nuclear Kb, moléculas 

de adesão endotelial, moléculas de adesão intercelular-1 (ICAM-1) e moléculas de 

adesão vascular-1 (VCAM-1), além de IL-10 e antagonista do receptor de IL-1, 

está diminuída na obesidade e, portanto, aumenta os níveis dos coadjuvantes 

inflamatórios citados. 

No entanto, o mecanismo pelo qual a obesidade pode aumentar a 

expressão clínica da asma relacionada a essas mudanças fisiológicas não está 

bem estudado. Maiores esclarecimentos das similaridades e diferenças entre as 

características inflamatórias da obesidade e asma podem aumentar o 

entendimento do impacto da obesidade na asma. 
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Este é o primeiro estudo em avaliar a inflamação eosinofílica na 

associação asma-obesidade através da atividade dos eosinófilos periféricos por 

quimiotaxia e adesão in vitro, além da dosagem sérica de leptina e adiponectina. 

Isto porque sabemos que somente a contagem de eosinófilos no 

sangue periférico não se altera em crianças asmáticas obesas, mas até o presente 

momento, não conhecemos estudos sobre a atividade dos eosinófilos nessas 

crianças obesas. 

Acreditamos, desta forma, buscar uma maior compreensão desse novo 

fenótipo da asma que apresenta resistência ao tratamento padrão com perda de 

função pulmonar e piora da qualidade de vida.  
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3.1- Geral 

• Avaliar o efeito da obesidade na atividade eosinofílica em crianças e 

adolescentes asmáticos atópicos e os marcadores clínicos e laboratoriais 

relacionados à obesidade. 

 

3.2- Específicos 

• Avaliar a atividade dos eosinófilos nos pacientes asmáticos atópicos obesos 

e não obesos através dos ensaios de quimiotaxia e adesão in vitro. 

• Caracterizar os pacientes asmáticos obesos e não obesos quanto as 

dosagens séricas dos hormônios da obesidade leptina e adiponectina,  

do colesterol e frações, triglicérides, IgE total, eosinófilos e glicemia de 

jejum.  

 



 45 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4- MATERIAL E MÉTODOS 

 
 
 



Material e Métodos 
46 

Realizou-se um estudo analítico do tipo corte transversal com avaliação 

clínica e laboratorial em crianças e adolescentes de 6 a 18 anos com diagnóstico 

de asma atópica atendidos no Ambulatório de Pneumologia Pediátrica do Hospital 

de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas - Unicamp. 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa pela 

Faculdade de Ciências Médicas do HC-Unicamp (número: 352/2010). O termo de 

consentimento livre e esclarecido foi obtido de cada paciente antes do início da 

pesquisa. 

O diagnóstico de asma foi estabelecido de acordo com os critérios da 

Sociedade Americana de Tórax e Sociedade Respiratória Européia (ATS-ERS)57. 

A asma foi classificada de acordo com o GINA5 

 

como intermitente, persistente 

leve, persistente moderada e persistente grave (Quadro 1). 

Quadro 1- Classificação da gravidade da asma 

  Persistente 

Intermitente Leve Moderada Grave 

Sintomas raros Semanais Diários Diários ou contínuos 

Despertares 

noturnos 
raros Mensais Semanais Quase diários 

Necessidade de 

beta-2 para 

alívio 

rara Eventual Diária Diária 

Limitação de 

atividades 
nenhuma 

Presente nas 

exacerbações 

Presente nas 

exacerbações 
Contínua 

Exacerbações raras 
Afeta atividades 

e o sono 

Afeta atividades 

e o sono 
Frequentes 

VEF1 ou  

PFE 

≥80%  

predito 

≥80%  

predito 

60-80%  

predito 

≤60%  

predito 

Variação VEF1 

ou PFE 
<20% <20-30% >30% >30% 
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Todos os pacientes eram atópicos com eosinofilia e imunoglobulina 

(Ig)E elevada, sensibilizados para os aeroalérgenos comuns avaliados através de 

testes cutâneos de hipersensibilidade imediata. 

Foram considerados obesos os indivíduos que apresentaram IMC (peso 

(Kg)/altura2

Selecionados 4 grupos: asmáticos obesos (AO), asmáticos não obesos 

(ANO), não asmáticos obesos (NAO) e não asmáticos não obesos, isto é, 

voluntários saudáveis (NANO). Os grupos de asmáticos foram classificados de 

acordo com a gravidade em intermitente, persistente leve, moderado e grave. 

 (m)) acima do percentil 95 na curva de IMC do NCHS (National Center  

for Health Statistics; Anexo 1). 

Foram excluídas as crianças menores de 6 anos por falta de condição 

técnica para realização de exames como espirometria; as que apresentaram 

outras co-morbidades ou infecções no último mês antes da entrada na pesquisa e 

as que não aderiram ao tratamento clínico da asma no ambulatório segundo a 

gravidade clínica. 

Todos foram medicados com anti-helmíntico Albendazol, na dose 

preconizada para idade, um mês antes da realização dos exames para exclusão 

da eosinofilia secundária a parasitose. 

Para cada sujeito foram coletados 30ml de sangue venoso, sendo 10ml 

para análises clínicas de colesterol total e frações, triglicérides, glicemia de jejum, 

IgE e hemograma para contagem de eosinófilos de acordo com os padrões de 

análises do Laboratório de Análises Clínicas do HC-Unicamp e 20ml na presença 

de citrato de sódio para avaliação in vitro da atividade eosinofílica realizada no 

laboratório de farmacologia do HC-Unicamp nas etapas de quimiotaxia e adesão 

explicadas a seguir passo a passo: 
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4.1- Isolamento de eosinófilos  

O sangue foi diluído (1:1;v/v) com PBS (pH 7,2-7,4). Alíquotas de 35 ml 

de sangue já diluídos foram colocadas sobre 15 ml de solução isotônica de Percoll 

(9,5ml de Percoll, 4,0 ml de água e 1,5ml de HANKS concentrado 10x;  

densidade 1,082±0,005g/ml; pH 7,4; 340mOs/Kg H2O de osmolaridade;  

Sigma Chem. Co., EUA) em tubos plásticos graduados de 50ml.  

Após centrifugação (23min; 1000g; 40C), a camada de células mononucleares foi 

descartada, e o pellet contendo eritrócitos, neutrófilos e eosinófilos foi aspirado e 

transferido para um tubo limpo. Os eritrócitos foram lisados (13minutos; 00C)  

por adição de 5 volumes de solução isotônica gelada de cloreto de amônia  

(NH4Cl 155mM, KHCO3 10mM e EDTA 0,1mM) para 1 volume do pellet.  

Após a lise, a suspensão celular foi centrifugada (10min; 400g; 40C) e o pellet 

resultante foi lavado 1x (10min; 400g; 40C) em PBS. Em seguida, feita nova lise 

hipotônica com água destilada (colocados 3ml de água destilada e após  

25 segundos acrescentado 1ml de salina 3,6%). Centrifugado novamente a  

400g por 10min a 40C e feita a contagem de células com corante Turk em câmara 

de Neubauer58

 

. 

4.2- Separação imunomagnética de eosinófilos 

Utilizamos o sistema magnético de separação celular (MACS; 

MiltenyiBiotec, Alemanha; e Becton-Dickinson, Reino Unido). Inicialmente a coluna 

foi lavada 4x com PBS/BSA 0,5% e, posteriormente, incubada com PBS/BSA 

0,5% a temperatura ambiente por 1 hora. Imediatamente antes do uso,  

a coluna foi resfriada por meio de 4 lavagens com PBS/BSA 0,5% gelado.  

A mistura de neutrófilos/eosinófilos foi incubada com microbeads revestidos com 

anticorpo anti-CD16, por 30 min (6-120C; 32µl de microbeads/5x107células). 

PBS/BSA gelado (q.s.p1ml) foi então adicionado a suspensão de células,  

a qual foi transferida para o alto da coluna, sob campo magnético.  

Após aplicarmos a suspensão celular na coluna, mais 3 volumes (1ml) de tampão 



Material e Métodos 
49 

PBS/BSA foram passados pela mesma. As células CD16+ (neutrófilos) 

permanecerão presas a coluna, ao passo que as células CD16- (eosinófilos) serão 

coletados (volume de eluição de 30ml). As células CD16- foram centrifugadas 

(10min; 400g; 40C) antes dos testes funcionais58. A determinação total de células 

foi realizada usando-se a câmara de Neubauer, obtendo o número de células x 

106

 

/ml. A pureza da preparação final foi maior que 95%. As células foram 

ajustadas na concentração desejada para cada ensaio. 

4.3- Quimiotaxia de eosinófilos  

Os ensaios de quimiotaxia in vitro foram realizados usando-se câmara 

de microquimiotaxia com 48 poços. Aos poços da câmara foram adicionados  

28µl do agente quimiotático (eotaxina 100ng/ml, RANTES 100ng/ml e PAF 10-5M) 

e, em seguida, o filtro de policarbonato (poro 5µm; Nuclepore Pleasanton, EUA)  

foi posicionado na placa sobre os poços. Adicionamos 50µl da suspensão de 

eosinófilos (4x106 células/ml) na parte superior de cada poço. A quimiotaxia 

espontânea foi verificada substituindo-se o agente quimiotático por MEM 

(Minimum essential medium). A câmara foi incubada por 1 hora em estufa (5% de 

CO2, 370C). Após a incubação, a suspensão celular restante na parte superior do 

filtro foi fixada em metanol 70%, corados (Diff-Quik®; Baxter Healthcare 

Corporation, EUA) e colocados sobre lâminas de microscopia. A migração dos 

eosinófilos foi determinada quantificando-se o no de células que migraram através 

do filtro, em 5 campos aleatórios (central, norte, sul, leste, oeste) usando-se 

objetiva de imersão59

 

. 

4.4- Adesão de eosinófilos a fibronectina  

Placas de 96 poços foram revestidos com 60µl de uma solução de 

fibronectina (20µg/ml em PBS) e incubados overnight a 40C. No dia seguinte os 

poços foram lavados 2 vezes com 200µl de PBS e, em seguida, foram tratados por 
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1 hora (370C) com uma solução de BSA 0,1% em PBS (100µl/poço) para bloqueio 

das ligações inespecíficas. Após a incubação, os poços foram novamente lavados 

com PBS e as placas deixadas em estufa (370C) para secagem dos poços. 

Enquanto isso foram feitas as incubações dos eosinófilos em MEM e eotaxina. 

Posteriormente às incubações, foram adicionados 50µl da suspensão de 

eosinófilos (7x104 células/ml) a cada poço. Em seguida, a placa foi incubada por 

30minutos em estufa (370C, 5% CO2) para permitir a adesão das células.  

As células não aderidas foram removidas e os poços lavados delicadamente  

2 vezes com PBS. 50µl de MEM foram adicionados a cada poço previamente 

recoberto com fibronectina e, aos poços não recobertos, foram adicionadas 

concentrações variadas da suspensão celular original (em MEM) para a formação 

de uma curva padrão de células. A adesão dos esoinófilos foi calculada através da 

medida da atividade da EPO das células aderidas56. Foi adicionado 50µl do 

substrato da EPO (1mM H2O2 1mM OPD e 0,1% Triton X-100 em tampão Tris,  

pH 8) a cada poço. Após 30 minutos de incubação a temperatura ambiente, 

adicionamos a cada poço 25µl de H2SO4 4M para interromper a reação.  

A absorbância foi medida a 490nm no leitor de microplaca (Multiscan MS, 

Labsystems, USA). A adesão foi calculada através da comparação da absorbância 

das amostras (desconhecidas), com as da curva padrão de células60

 

. 

4.5- Dosagem de leptina e adiponectina 

Após a centrifugação, 2ml de soro eram congelados a -60oC em câmara 

fria. As dosagens séricas de leptina e adiponectina foram realizadas através do Kit 

para ensaio imunoenzimático (ELISA), seguindo as instruções do fabricante61 

(Millipore, St Charles, Missouri, USA). As medidas de leptina e adiponectina 

permaneceram na faixa de 0,5 a 100ng/mL e 1,56 a 100ng/mL, respectivamente. 

O controle de qualidade alto e baixo foi realizado em paralelo com cada ensaio.  

A leitura das medidas das adipocinas foi realizada por espectofotometria 

(absorbância de 450nm-590nm). 
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O grupo controle foi composto de voluntários saudáveis, sem critérios 

diagnósticos de asma e obesidade com espirometria normal. O grupo de não 

asmáticos obesos também não apresentava critérios diagnósticos de asma,  

porém com IMC acima do percentil 95. Para isso foram necessários 60ml de 

sangue para realização dos mesmos testes in vitro devido ao menor número de 

eosinófilos em sangue periférico desses pacientes. Por questões éticas,  

foi permitida a inclusão de 5 indivíduos em cada um desses grupos pela 

quantidade de sangue necessária para os testes. 
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O cálculo amostral foi derivado de um projeto piloto com necessidade 

de 16 sujeitos por grupo. O estudo foi desenhado para um poder amostral de 80% 

para detectar significância entre os obesos e não obesos com um erro de 5%. 

Os dados são apresentados como medianas. Foi utilizado o programa 

GraphPad software e SAS System for Windows (Statistical Analysis System), 

versão 9.2 SAS institute Inc, 2002-2008, Cary, NC, EUA para as análises 

estatísticas. 

A ANOVA de uma via foi utilizada para analisar os parâmetros de 

colesterol, triglicérides, glicemia de jejum, IgE sérica, eosinófilos séricos, 

qumiotaxia e adesão de eosinófilos e níveis séricos de leptina e adiponectina. 

ANOVA seguida de teste de Tukey foi necessária para localizar as diferenças 

entre os grupos para colesterol, IgE total, eosinófilos séricos, quimiotaxia com 

MEM, eotaxina, PAF e RANTES, adesão de eosinófilos e níveis séricos de leptina. 

Os níveis de adiponectina foram analisados por ANOVA seguido de  

Kruskal-Wallis. 

O valor de p<0,05 foi aceito como significativo. 
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6.1- Características dos sujeitos (Tabela 2) 

Foram incluídos 42 crianças e adolescentes sendo 16 asmáticos 

atópicos obesos (AO) e 16 não obesos (ANO), 5 não asmáticos obesos (NAO)  

e 5 não asmáticos não obesos (NANO).  

A idade variou de 6 a 17 anos (média 10,2 anos), sendo 16 do gênero 

masculino e 16 do gênero feminino para o grupo dos asmáticos. 

A dosagem sérica de colesterol total foi maior entre o grupo dos obesos 

(asmáticos e não asmáticos) quando comparados com os indivíduos não obesos 

(asmáticos e não asmáticos; p=0,0009). 

Não foi constatado significância entre os grupos quando comparamos 

as frações do colesterol (HDL, VLDL) triglicérides e glicemia de jejum.  

Para a fração LDL houve diferença significativa para o grupo dos obesos 

(p=0,036). 

Os níveis de IgE foram maiores entre os grupos dos asmáticos  

(obesos e não obesos) em relação ao grupo dos não asmáticos (obesos e não 

obesos; p=0,0007). 

A contagem de eosinófilos no sangue periférico também foi maior no 

grupo dos asmáticos (obesos e não obesos) quando comparados com os não 

asmáticos (obesos e não obesos; p=0,024). 
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Tabela 2- Características dos indivíduos 

 Asmático 

obeso 

(AO) 

Não asmático 

obeso 

(NAO) 

Asmático 

não obeso 

(ANO) 

Não asmático 

não obeso 

(NANO) 

Valor P 

N 16 5 16 5  

Idade (anos) 10 11 9.5 18 0,6804 

Sexo (% masculino) 56% 40% 62.5% 40% 0,7832 

GINA classificação (n)      

Intermitente 4 4 4 4  

Persistente leve 4 4 4 4  

Persistente moderado 4 4 4 4  

Persistente grave 4 4 4 4  

Colesterol total 176 214,2 136,75 111,8 0,0009 

HDL 42,5 40,2 46,94 48 0,2919 

VLDL 15,5 24 17 14,4 0,2356 

LDL 82,0 146,6 90,38 71 0,0360 

Triglicérides 77,0 120,8 76,88 83,6 0,1617 

Glicose (g/dl) 81,0 79 79,81 81,6 0,7901 

IgE (U/ml) 653,5 84,8 862,67 89,8 0,0007 

Eosinofilia (%) 7,05 5,06 8,31 1,52 0,0024 

Informações apresentadas como medianas ou porcentagem (%) dos sujeitos como fator 

específico. 
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6.2 - Quimiotaxia dos eosinófilos 

A quimiotaxia espontânea dos eosinófilos foi maior no grupo dos 

asmáticos obesos em relação aos grupos dos não obesos (p=0,02 para ANO e 

p=0,03 para NANO) com IC 95% (Gráfico 1). 

 

 

Gráfico 1- Comparação daquimiotaxia espontânea (MEM) de eosinófilos entre 

pacientes asmáticos obesos, asmáticos não obesos, não asmáticos 

obesos e voluntários saudáveis. Eosinófilos (4x106/ml/50µl/poço) 

foram colocados em câmara de microquimiotaxia por 1 hora a 370

 

C, 

os filtros corados (Diff-Quik®; BaxterHealthcare Corporation, EUA) e 

colocados sobre lâminas de microscopia. A migração dos eosinófilos 

foi determinada quantificando-se o n° de células que migraram através 

do filtro, em 5 campos aleatórios, usando-se objetiva de imersão.  

Os resultados são expressos como média do número de células que 

migraram ±EPM. 
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Os eosinófilos ativados com eotaxina (300ng/ml) resultaram em maior 

contagem de células após quimiotaxia no grupo dos obesos (asmáticos e não 

asmáticos) quando comparados com os grupos dos não obesos (asmáticos e não 

asmáticos; p<0,0001) com IC 95% (Gráfico 2). 

 

 

Gráfico 2- Comparação da quimiotaxia de eosinófilos estimulados com eotaxina 

entre pacientes asmáticos obesos, asmáticos não obesos, não 

asmáticos obesos e voluntários saudáveis. Eosinófilos 

(4x106/ml/50µl/poço) foram colocados em câmara de microquimiotaxia 

por 1 hora a 370

 

C, os filtros corados (Diff-Quik®; Baxter Healthcare 

Corporation, EUA) e colocados sobre lâminas de microscopia.  

A migração dos eosinófilos foi determinada quantificando-se o n° de 

células que migraram através do filtro, em 5 campos aleatórios, 

usando-se objetiva de imersão. Os resultados são expressos como 

média do número de células que migraram ±EPM. 
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Eosinófilos ativados com PAF (10µM), também apresentaram maior 

quimiotaxia no grupo AO do que nos grupos dos não obesos (p=0,04 para ANO e 

p=0,02 para NANO) (Gráfico 3). 

 

 

Gráfico 3- Comparação da quimiotaxia de eosinófilos estimulados com PAF entre 

pacientes asmáticos obesos, asmáticos não obesos, não asmáticos 

obesos e voluntários saudáveis. Eosinófilos (4x106/ml/50µl/poço) foram 

colocados em câmara de microquimiotaxia por 1 hora a 370

 

C, os filtros 

corados (Diff-Quik®; Baxter Healthcare Corporation, EUA) e colocados 

sobre lâminas de microscopia. A migração dos eosinófilos foi 

determinada quantificando-se o n° de células que migraram através do 

filtro, em 5 campos aleatórios, usando-se objetiva de imersão.  

Os resultados são expressos como média do número de células que 

migraram ±EPM. 
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Eosinófilos estimulados com RANTES (100ng/ml) aumentou a 

quimiotaxia no grupo NAO quando comparados com os grupos ANO e NANO 

(p=0,01) (Gráfico 4). 

 

 

Gráfico 4- Comparação da quimiotaxia de eosinófilos estimulados com RANTES 

entre pacientes asmáticos obesos, asmáticos não obesos, não 

asmáticos obesos e voluntários saudáveis. Eosinófilos 

(4x106/ml/50µl/poço) foram colocados em câmara de microquimiotaxia 

por 1 hora a 370

 

C, os filtros corados (Diff-Quik®; Baxter Healthcare 

Corporation, EUA) e colocados sobre lâminas de microscopia.  

A migração dos eosinófilos foi determinada quantificando-se o n° de 

células que migraram através do filtro, em 5 campos aleatórios, 

usando-se objetiva de imersão. Os resultados são expressos como 

média do número de células que migraram ±EPM. 
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6.3- Adesão de eosinófilos a fibronectina 

A adesão espontânea de eosinófilos a fibronectina foi similar entre os 

grupos (Gráfico 5). 

 

 

Gráfico 5- Adesão espontânea de eosinófilos humanos à fibronectina in vitro. 

Eosinófilos (7x104

 

cél/ml) de pacientes asmáticos obesos, asmáticos 

não obesos, não asmáticos obesos e não asmáticos não obesos foram 

colocados a aderir em poços tratados com fibronectina por 30 min.  

Os resultados foram expressos como porcentagem de células 

aderentes em relação ao número total de células ±SEM. 
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Eosinófilos ativados com eotaxina (100ng/ml) aumentaram 

significativamente a adesão a fibronectina no grupo AO quando comprados com 

NANO (p=0,04) (Gráfico 6). 

 

 

Gráfico 6- Adesão de eosinófilos humanos à fibronectina estimulados com 

eotaxina in vitro. Eosinófilos (7x104

 

cél/ml) de pacientes asmáticos 

obesos, asmáticos não obesos, não asmáticos obesos e não 

asmáticos não obesos foram colocados a aderir em poços tratados 

com fibronectina por 30 min. Os resultados foram expressos como 

porcentagem de células aderentes em relação ao número total de 

células ±SEM. 
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6.4- Níveis séricos de adipocinas 

A dosagem sérica de leptina foi maior nos indivíduos obesos (asmáticos 

e não asmáticos) em relação aos grupos não obesos (asmáticos e não asmáticos; 

p<0,0001) (Gráfico 7). 

 

 

Gráfico 7- Dosagem sérica de leptina pelo método de ELISA de pacientes 

asmáticos obesos, asmáticos não obesos, não asmáticos obesos e 

não asmáticos não obesos. Os resultados foram expressos por ng/ml. 
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A adiponectina não apresentou associação entre os grupos (p=0,524) 

(Gráfico 8). 

 

 

Gráfico 8- Dosagem sérica de adiponectina pelo método de ELISA de pacientes 

asmáticos obesos, asmáticos não obesos, não asmáticos obesos e 

não asmáticos não obesos. Os resultados foram expressos por µg/ml. 
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Este é o primeiro estudo a demonstrar um aumento da atividade 

inflamatória dos eosinófilos através da quimiotaxia e adesão em crianças e 

adolescentes asmáticos obesos com aumento dos níveis séricos de leptina em 

comparação aos asmáticos não obesos e saudáveis. 

A obesidade é considerada um fator de risco para desenvolvimento da 

asma em ambos os sexos e diferentes etnias27

Discutem-se vários fatores causais

. No entanto, o mecanismo básico 

responsável por esta associação em humanos ainda não está bem estabelecido. 

44 como: mecânicos com diminuição 

da complacência por redução dos volumes pulmonares (volume de reserva 

expiratória), capacidade vital forçada (CVF) e volume expiratório forçado em  

1 segundo (VEF1) caracterizando restrição e não obstrução61; obstrução de vias 

aéreas superiores62; co-morbidades como doença do refluxo gastresofágico e 

apneia do sono63, genéticos64 e o estado inflamatório sistêmico causado pela 

obesidade28

Eosinófilos ativados com eotaxina resultaram em quimiotaxia elevada 

no grupo dos asmáticos obesos comparados aos sujeitos não obesos (asmáticos 

e não asmáticos). A quimiotaxia espontânea (células não ativadas) também estava 

mais elevada nos grupos dos asmáticos obesos. Surpreendentemente,  

o grupo dos não asmáticos obesos apresentou maior quimiotaxia dos eosinófilos 

quando comparados com o grupo dos asmáticos não obesos. 

. 

No ensaio de adesão a fibronectina, nós também encontramos maior 

adesão dos eosinófilos estimulados com eotaxina no grupo dos asmáticos obesos 

em comparação com NANO. As integrinas MAC-1 e VLA-4 expressadas nos 

eosinófilos podem se ligar a matriz extracelular como a fibronectina. A adesão dos 

eosinófilos a fibronectina é mediada através da ligação do VLA-4 expressado nos 

eosinófilos a região do segmento 1 de conexão da fibronectina66

A eotaxina é o mais específico e mais importante fator que pode afetar 

a função dos eosinófilos. O efeito da eotaxina pode ser observado em cada 

estágio do ciclo dos eosinófilos e por isso tem um papel importante no 

desenvolvimento da reação alérgica

. 

56.  
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É responsável pelo retardo na apoptose dos eosinófilos e a sua 

interação seletiva com o receptor CCR3 leva a ativação e degranulação dessas 

células. A contagem de eosinófilos que infiltram um órgão como o pulmão é 

proporcional à concentração de eotaxina neste sítio56. Portanto, maior 

concentração de eotaxina, maior infiltração de eosinófilos no sítio inflamatório, e 

maior atividade dessas células com liberação de mediadores pré e neoformados, 

com piora do controle da asma e gravidade dos sintomas55

Outros quimioatraentes como PAF também apresentaram quimiotaxia 

elevada dos eosinófilos no grupo dos asmáticos obesos em comparação com os 

grupos dos não obesos. 

. 

O PAF é produzido pelos eosinófilos através da acetilação de éster 

fosfolipídico (forma estocada precursora do PAF). É um dos mais potentes 

agentes seletivos de quimiotaxia para os eosinófilos52

Eosinófilos ativados com RANTES aumentaram significativamente a 

quimiotaxia no grupo dos não asmáticos obesos. Os níveis de RANTES,  

um produto das células T ativadas, encontram-se elevados nas vias aéreas de 

asmáticos atópicos e não-atópicos, promovendo a infiltração de eosinófilos e 

células T. A expressão de RANTES tem sido localizada no músculo liso brônquico, 

nos eosinófilos e células T da submucosa

.  

52

Interessantemente, a quimiotaxia dos eosinófilos estimulados com 

eotaxina e RANTES foi maior para o grupo dos não asmáticos obesos em relação 

aos asmáticos não obesos demonstrando que a obesidade neste estudo foi um 

fator determinante para o aumento da função eosinofílica através da quimiotaxia. 

E, não houve diferença entre os grupos dos asmáticos não obesos e voluntários 

saudáveis tanto na espontânea quanto com os estímulos.  

. 

O processo inflamatório crônico pelo excesso de adipócitos tem sido 

associado com a fisiopatologia de numerosas co-morbidades e pode ser um fator 

da patogênese da asma. A hipótese é que o aumento de mediadores inflamatórios 
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sistêmicos associados a obesidade exacerba a inflamação pulmonar,  

um componente direto da fisiopatologia da asma28

Acreditamos que a liberação das substâncias pró-inflamatórias pelos 

adipócitos nos obesos como interleucinas, adipocinas, PCR e TNF-α sejam os 

responsáveis pelo incremento da função eosinofílica quando estimulados. 

. 

Um recente estudo conduzido com ratos desafiados com ovoalbumina 

mostrou que a obesidade induzida por dieta aumenta a passagem de eosinófilos 

da medula óssea para o tecido pulmonar, e retarda o trânsito de eosinófilos para o 

lúmen das vias aéreas, permitindo que essas células permaneçam mais tempo no 

tecido conectivo ao redor dos brônquios e bronquíolos segmentares dos 

pulmões53. Os níveis de IL-5, eotaxina, TNF-α e IL-10 no lavado brônquio-alveolar 

dos ratos obesos foram significativamente maiores do que nos ratos magros53

Quando analisamos as dosagens de leptina sérica realizadas nos 

indivíduos deste estudo confirmamos os dados da literatura com aumento 

estatisticamente significativo nos grupo dos obesos

. 

28,30,33

Estudos em crianças são inconclusivos na associação entre leptina 

sérica e risco para asma

. 

35. As pesquisas atuais são com números pequenos de 

indivíduos: algumas com associação positiva33,47 e outra com associação 

negativa40

Wong et al., avaliaram os mecanismos imunopatológicos da ativação de 

eosinófilos humanos pela leptina no processo inflamatório de voluntários 

saudáveis. Os resultados sugerem que a leptina regula a apoptose de eosinófilos, 

melhora a expressão de superfície de ICAM-1 e CD18 e diminui de ICAM-3 e  

L-selectina. Induz quimiotaxia mediada por RANTES em eosinófilos ativados pela 

leptina. Acreditam que a leptina pode induzir eosinofilia e acúmulo nos sítios de 

inflamação como pulmão e vias aéreas pelo aumento de adesão de eosinófilos em 

células epiteliais brônquicas e subsequente migração para os sítios de 

inflamação

. 

54.  
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Além de ativar propriedades quimiocinéticas pela liberação de IL-1β,  

IL-6, IL-8 e MCP-1 de eosinófilos mediados pela ativação das vias MAPK,  

JAK e NF-kB. Concentrações de leptina devem ser significativamente maiores no 

local da inflamação do que na circulação. Portanto, a leptina ativa os eosinófilos 

no sítio da inflamação e não na circulação sanguínea54

Essas informações em associação com o efeito anti-apoptótico da 

leptina sobre os eosinófilos, fornecem novas dicas para elucidação dos 

mecanismos imunopatológicos da inflamação eosinofílica alérgica relacionada 

com a obesidade

.  

54

A adiponectina, outra adipocina estudada, não apresentou diferença 

estatística entre os grupos. A adiponectina é secretada pelos adipócitos como 

forma de baixo peso molecular, como uma combinação de duas isoformas de 

médio peso molecular ou como seis isoformas de alto peso molecular. As de alto 

peso molecular são predominantes e são as formas ativas em sangue humano

. 

67

Todos os nossos pacientes estavam em seguimento regular no 

ambulatório de pneumologia pediátrica em uso diário de corticóide inalatório de 

acordo com a classificação de gravidade com controle clínico da asma segundo 

critérios do GINA

. 

Então, em estudos futuros, poderia ser interessante realizar a dosagem da 

adiponectina de alto peso molecular. 

6

A obesidade parece representar um fenótipo único da asma, 

caracterizado pelo aumento da utilização dos serviços de saúde, aumento da 

gravidade, diminuição do controle da doença e da resposta ao uso de 

corticóides

. E apesar desse controle clínico e espirométrico, constatamos o 

aumento da quimiotaxia e adesão dos eosinófilos periféricos nos indivíduos 

obesos. 

12

Estudos atuais têm demonstrado que a perda de peso é acompanhada 

de redução da leptina em 19%, PCR em 30%, Il-6 em 25% e aumento da 

adiponectina em 15%. Mas não existem estudos investigando o impacto da perda 

de peso em crianças e adolescentes asmáticos

. 

31. 
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Novas medicações e marcadores de controle da doença podem surgir 

relacionados com o entendimento da fisiopatologia do processo inflamatório da 

obesidade interferindo na asma. 

Pesquisas futuras com foco na inflamação, imunologia e genética 

podem melhor caracterizar esses asmáticos obesos.  

Há uma necessidade urgente de melhorarmos o entendimento dos 

mecanismos envolvidos na relação entre a asma e a obesidade para 

desenvolvermos estratégias de tratamento e acompanhamento desses pacientes 

obesos com asma. 
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Apesar da limitação do estudo pelo tamanho amostral e pela 

desproporção entre os quatro grupos, concluímos que: 

1- A obesidade aumenta a atividade dos eosinófilos pelo ensaio de quimiotaxia em 

crianças e adolescentes tanto com estímulos de eotaxina, PAF e RANTES, 

quanto na espontânea; 

2- A obesidade aumenta a adesão dos eosinófilos com estímulo da eotaxina em 

crianças e adolescentes asmáticos; 

3- As crianças e adolescentes obesos apresentam maiores níveis de leptina sérica 

e colesterol total, mas não encontramos diferenças significativas quanto às 

dosagens de triglicérides, glicemia de jejum e de adiponectina sérica. 
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PERCENTIS DO ÍNDICE DE MASSA CORPÓREA POR IDADE PARA MENINOS 
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PERCENTIS DO ÍNDICE DE MASSA CORPÓREA POR IDADE PARA MENINAS 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

A obesidade está causando aumento do número de pessoas com asma, além 

de aumentar a gravidade das crises e a persistência dos sintomas. 

Por isso estamos fazendo um estudo para avaliar a asma de seu filho(a) 

associada com a obesidade. 

A gravidade da asma será considerada através da história clínica e do teste de 

espirometria que seu filho(a) já está acostumado a fazer no CIPED.  

A medicação para asma usada diariamente não será alterada durante a pesquisa. 

A obesidade será avaliada através do índice de massa corporal que é 

calculado pelo peso dividido pela altura2

Em uma mesma coleta serão colhidos 5ml de sangue para dosagem de IgE 

(anticorpo responsável pela alergia), colesterol total e frações, triglicérides, glicemia de 

jejum, leptina (hormônio aumentado na obesidade que piora as crises de asma) e 

adiponectina (substância que está diminuída na obesidade e pode piora os sintomas da 

asma); e mais 20ml de sangue para testes laboratoriais que irão avaliar a atividade dos 

eosinófilos, células presentes no sangue que estão aumentadas nas pessoas alérgicas e 

são responsáveis pela liberação de substâncias que desencadeiam os sintomas da asma 

quando em contato com alergenos como pó, ácaros, pêlos e penas, dentre outros. 

. 

Esses eosinófilos podem estar com suas atividades aumentadas devido a 

obesidade. Isto porque, as células de gordura liberam substâncias inflamatórias para 

corrente sanguinea que podem ser responsáveis pela piora das suas crises de asma. 

Estas informações poderão ajudar a entender melhor sobre a relação da asma 

com a obesidade e poderá ajudar seu filho(a) e outras crianças em reduzir os sintomas 

desta doença. 

Você tem todo direito em aceitar ou recusar em participar deste projeto.  

A recusa ou necessidade de sair do projeto em qualquer momento não implicará no 

comprometimento do atendimento de seu filho(a) no ambulatório de Pneumologia infantil 

do HC- Unicamp. 

Contamos com a sua colaboração. 
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Para menores de 18 anos 

Eu _____________________________________________________________________ 

autorizo meu filho(a) ______________________________________________________ 

portador do HC_________________ a participar do projeto de pesquisa sobre a relação 

da asma com a obesidade descrito acima. 

 

Campinas, ______________________2010 

 

______________________________________ 
Pai ou responsável legal 

 

 

 

Para maiores de 18 anos 

 

Eu _____________________________________________________________________ 

portador do HC______________________ concordo em participar do projeto de pesquisa 

sobre a relação da asma com a obesidade descrito acima. 

 

Campinas, ______________________2010 

 

_________________________________________ 
Assinatura  

 

 

Telefones para contato:  

Dra Milena B. Grottaou, Dr José Dirceu Ribeiro (19)3521-7646 

Comitê de Ética em pesquisa (19)3521-8846 
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FICHA DE COLETA DE DADOS 

 
1- Identificação: 

Nome___________________________________________________________________ 

HC _______________ Idade _________________ 

 
2- Asma brônquica: 

Classificação: ____________________________________________________________ 

Quadro clínico;____________________________________________________________ 

Antecedentes familiares:____________________________________________________ 

Medicação em uso:_______________________________________________________ 

Dosagem de IgE:_________________________________________________________ 

Espirometria: CVF: ________ VEF1 _______ CVF/FEV1 ________ FEF 25-75 ________ 

        Pós BD: CVF: ________ VEF1 _______ CVF/FEV1 ________ FEF 25-75 ________ 

 
3- Obesidade: 

IMC: _____________                              Percentil da curva de IMC__________________ 

Dosagem sérica: Colesterol total ________ HDL _______ VLDL _______ LDL ________ 

                           Triglicérides: _________________ 

                           Glicemia de jejum: ____________ 

                           Curva glicêmica: ______________ 

                           Leptina: _____________________ 

Adiponectina: ______________________________ 

 
4- Fase laboratorial: 

Contagem de eosinófilos: ____________________ 

Adesão: __________________________________ 

Quimiotaxia: _______________________________ 
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PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA 
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CARTA DE ACEITE PARA O CONGRESSO EUROPEU DE PNEUMOLOGIA-2011 
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APRESENTAÇÃO NO CONGRESSO BRASILEIRO DE ASMA 
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COMPROVANTE DE SUBMISSÃO AO EUROPEAN RESPIRATORY JOURNAL 
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