CRISTINA FRIAS SARTORELLI DE TOLEDO PIZA

CORTICOSTEROIDES MODULAM A LIBERACAO
DE ANION SUPEROXIDO POR LEUCOCITOS DE SANGUE
PERIFERICO DE CRIANCAS E ADOLESCENTES
ATOPICOS COM ASMA

DO0H OAH O

EHste exemplar corresponde a versdo final do exemplar
da Dissertacdo de Mestrado apresentada a Faculdade
de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas, para oblenc@o do ltulo de Mestre em
Satrde da Crnamga ¢ do  Adolescente, area de
congentragdo Pediatria,

Campinas, 11 de,j.uszim de 2003.
. i

3
i
: ;
h

Profa Dra, Mafia Marluce dos Santos Xféicia
_Orentadora ‘

CAMPINAS

2003

i i H
: o

e StV oY |
§ 2LUAD CIRCULANTE i

B §

;
]
:




CRISTINA FRIAS SARTORELLI DE TOLEDO PIZA

CORTICOSTEROIDES MODULAM A LIBERACAO
DE ANION SUPEROXIDO POR LEUCOCITOS DE SANGUE
PERIFERICO DE CRIANCAS E ADOLESCENTES
ATOPICOS COM ASMA

Dissertacdo de Mestrado apresentada a Pés-Graduacdo da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas para obtencdo do Titulo de Mestre em Saude da

Crianca e Adolescente, drea de Pediatria.

ORIENTADOR: PROF' DRA MARIA MARLUCE DOS SANTOS VILELA

CAMPINAS

2003

” SUD
! UNICAMY

LTECA CENTRAL




[

ToMBG BC/

pROC. Lk
c

PRECO ;L:—%?W

oatA Al ORI —

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

UNICAMP

P689¢c

Piza, Cristina Frias Sartorelli de Toledo

Corticosterdides modulam a liberagio de anion superéxido por
leucteitos de sangue periférico de criancas e adolescentes atdpicos com
asma. / Cristina Frias Sartorelli de Toledo. Campinas, SP :[sn.],
2003.

Orientador : Maria Marluce dos Santos Vilela
Dissertagdo { Mestrado ) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Radicais livres. 2. Glicocorticdides. 3. Inflamacdo. 1. Maria
Marluce dos Santos Vilela. II. Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas. III. Titulo.

3 o 7 }jf




Banca Examinadora da Dissertacio de Mestrado

Orientador:

Prof. Dr*® Maria marluce dos Santos Vilela

Membros:

1. Prof. Dr* Maria Marluce dos Santos Vilela
2. Prof. Dr José Dirceu Ribeiro

3. Prof. Dr Victor Nubelman

Curso de Po-Graduac¢iio em Saide da Crianca e do Adolescente da Faculdade de

Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas

Data: 11 de junho de 2003

Hi



DEDICATORIA
A minha querida mde e aos meus queridos irmdos

Ao meu amado esposo Edmur e,

Ao nosso amado filho Otdvio

fv



AGRADECIMENTOS

As criancas e aos adolescentes do ambulatério de Alergia, Imunologia e

Preumologia Pediatrica pela intensa colaboracio.
Aos voluntarios que fizeram parte do grupo de comparacio.

A Prof* Dra Maria Marluce dos Santos Vilela, minha orientadora, pelo apoio
como professora ¢ amiga. Toda minha gratidéo, respeito ¢ admiracéo.

Ao Prof. Dr Anténio Condino Neto pelo apoio e colaboragio em todas as etapas

do estudo.
Ao Prof. Dr José Dirceu Ribeiro pelas criticas e sugestdes

A Dra Adyléia Aparecida Toro, pelo auxilio no atendimento aos pacientes do

ambulatério de Imunologia-Alergia € Pneumologia Pedigtrica da FCM-UNICAMP.

A bidloga e amiga Jussara Rehder , companheira e competente profissional,
pelo auxilio indispensavel.

A colega e amiga Livia Esteves Marcal, pelo auxilio, participagdo e apoio

durante e fora do estudo.

Aos colegas Dra Ménica de Freitas Leitio, Dra Ana Lidia Amoras, Dra Anna
Livia de Campos Mello e Dra Elianete B. Silva pelo incentivo.

A Elisabeth Cristina Cambiucci, Maria Helena C. Mazzola pelo apoio.
A Josefina Eliane Ribeiro, pelo auxilio nas provas de Funcgo Pulmonar.

As amigas Gisela de Resende Eugénio, Marisa Dilela Acherman, Enrichetta
Cassoni e Célia Martins pelo apoic e amizade.



A Helymar da Costa Machado, responsavel pela analise estatistica dos dados.

A Simone Cristina Ferreira e Suely Aratjo secretdrias da Subcomissio de

Pés-Graduacdo em Pediatria do CIPED, pela colaboracio neste trabalho.
Aos funciondrios do CIPOI e CIPED, pelo apoio.

A CAPES e FAPESP pelo auxilio financeiro a esta pesquisa.

vi



SUMARIO

1.1- Asma cronica € INFlamacTo. . ...coeeviee it enenaeens

1.2- Radicais IIvIes de OXiZETH0. ...vvevvueeereeieeeeieseeee et eeee e aensene

1.3- Radicais livres € Inflamaclo. ..ooo oo ieieciec e e s v e sanne

1.4- SISTEMA N A D PH - OXIASE . ettt et ee e eeeeeee e eee e ese et e s

1.5- Radicais lIVIeS € ASITIA. . .coimmnmmeeeeeee e eee e e e e ee e e e

1.6- Glicocorticoides....

.........................................................................................

1.7- Glicocorticdides e radicais livres de OXIgEMO......oo.vovvveieeeeeeeeeee e

2- OBJETIVOS............

2 e GIAL ettt e e

2.2 ESPECIIICOS. 1ttt ettt e ettt emro e et ee e e enn e nens

3-METODOLOGIA ...ttt et se e

3.1- Selecio oS PAMTICIPANIES. ..o veerereeeereeieriet e e eee e et e e st e s e s s s ee e eem e eeas

3.1.1- Pacientes....

.........................................................................................

3.1.2- Grupo de COMPATACAD . .oev e uieeie et s

3.1.3- Critérios de

3.4~ Implementacéo do

EECIISEO M ettt et eer e et

B0 e i e e e eeee ettt e ee et e e e oo

3.5- Esquema TeraDEULICO..c.ovivie et e e eee et et e ee e e e raeeseeneasnens

3.6~ Ensaio laboratorial

vii

26

28

29

30

32

34

37

38

38

39

40

40

41

42

42

43



3.6.1- Determinagio da liberacdo de &nion superoxido.......ooevceevvceeervenne.

3.6.2- Teste cutdneo de leitura imediata.. ..o eeeecie e

3.6.3- Prova de fungfio pulmonar............oooereeeeveeeeeececcceee e

3.6.4- Determinacio do nivel sérico de IgE. ..o

3.7- AnAliSe ESALISTICA. ... oveiiitceieiinre et ettt et ene e s es
3.8~ ASPECLOS BLICOS..ouevirerecaieetetrietee et e eeeee i s ee e e e evas et ae e st omeenese e snmeseessnen
4- RESULTADOS ..ottt se e s e avea e e enan
4.1~ Caracterizacdo do grupo de pPacientes.....oooeereceierceeeeie oo eeeseraans

4.2- Avaliagao dO VEF 1ot

4.3- Determinacéo da liberac@o de dnion superéxido (O )uvminreeereeieeceeeeeeeeens
4.3.1- Liberagfio de O, por asmaticos e individuos sadios.........o.ocveeveroennnn.

4.3.2- Liberagio de O, por asmaticos, classificados de acordo com

0 VEF, e Individuos Sadios....c.cvoeeeieiieiiceeee e

4.3.3- Liberagdo de O, por asmaticos, classificados de acordo

com o VEF; ,antes e ap0s cOrticolerapia........uvveeervmevoeereeeeeenne

4.3.4- Liberacad de O, por asmaticos antes e apds corticoterapia de

acordo com a via de administragio do esterdide.......oooeeoveverrerennnn..

5. DISCUSSAQ

.......................................................................................................
...................................................................................................

..............................................................................................................

viif

43

44

45

45

46

46

47

48

48

50

51

52

55

57

58

63

65

81



LISTA DE ABREVIATURAS

AP-1 “transcription factor activator protein”
BAL lavado bronco-alveolar

EGF “epidermal growth factor”

FGF “fibroblast growth factor”

GM-CSF “granulocyte-macrophage colony-stimulating factor”
GR “glicocorticoid receptor™

Hsp “heat shock protein™

ICAM “intercellular adhesion molecule”

Ig imunoglobulina

L interleucina

IFN mterferon

IGF “msulin-like growth factor”

MBP proteina basica maior

LT leucotrienos

MCP “monocyte chemoatiractant protein”
MDBC “macrophage derived cytokine™

MIP “macrophage inflammatory protein™
NEP endopeptideo neutro

NF-xB “nuclear factor -xB”

PAF fator ativador de plaguetas

PDGF fator de crescimento derivado de plaguetas

PG prostaglanding



RANTES
RIOs
SOD
TCA
TGF

Ty

VCAM

“regulation upon activation, normal T cell expressed and secreted”
reativos intermedidrios de oxigénio
superoxido dismutase
gene ativador da célula T
“transforming growth factor”
célula T “helper”

“vascular cell adhesion molecule”



LISTA DE TABELAS

PAG.

Tabela 1- Caracteristicas demograficas das criangas e adolescentes com

Tabela 2-  Avaliacio do VEF; (% do predito) de criancas e adolescentes com
asma antes € ap0s corticoterapia (via oral e/ou por aerogagdo) de

acordo com o VEF| e a via de administracio do esterdide 49

xi



LISTA DE FIGURAS

PAG.
Figura 1- Comparacdo do VEF, médio de criancas e adolescentes com asma

antes e apds corticoterapia {por via oral e/ou aerogacdo) de acordo

com o grupo e a via de administragéio do esterdide........coocoeivienene. 50

Figura 2- Liberagdo espontdnea de O, por granuldcitos de criancas e
adolescentes com asma antes da corticoterapia, apds corticoterapia

(por via oral e/ou por aerogacio) e individuos sadios.........cceeueveenn. 52

Figura 3- Liberacio espontinea de ;" por granuldcitos de criangas ¢
Adolescentes com asma antes da corticoterapia dos grupos I

(60%< VEF,<80%), grupo II (VEF, <60%) e individuos sadios....... 54

Figura 4- Liberagdo espontinea de O,  por granuldcitos de criancas e
adolescentes com asma apés corticoterapia por via oral e/ou por
aerogacéo dos grupos I (60%< VEF,;<80%), grupo II (VEF, <60%)
e individuos sadios 54

.............................................................................

Figura 5- Liberacdo espontinea de O, por granuldcitos de criancas e
Adolescentes com asma do grupo I (60%< VEF;<80%) antes e

apos corticoterapia por via oral e/0u por 2eT0gaca0...oevvvevveeeeveeeree 56

Figura 6- Liberacio espontdnea de O, por granulécitos de criangas €
adolescentes com asma do grupoe II (VEF; <60%) antes e ap0s

corticoterapia por via oral €/0u por aerogagdo.......ceevveerveveeecvisveenen.. 56

Figura 7- Liberaco espontdnea de Oz por granuldcitos de criangas e
adolescentes com asma antes e apds corticoterapia por via oral ou

POT ACTOZACHO. .. cceveereeceeeiiei e e cetonscesee s e e st et s e s nesaastssrssssssesssrennns 57

xif



xii



Reativos intermedidrios do oxigénio, particularmente o Amion superéxide (O;), estdo
implicados na mjlria oxidativa presente em vérias patologias inflamatérias, especialmente

4a asma.

Glicocorticoides sfo os agentes anti-inflamatorios mais potentes utilizados para o

tratamento da asma cronica.

O objetivo deste estudo foi investigar a ag@o dos corticosterdides sobre a liberacio de anion
superéxido por leucocitos de sangue periférico de criangas e adolescentes atdpicos com

asma.

Foram estudados 32 crian¢as e adolescentes ,com idade entre 6 e 18 anos (média 11.7

12.44) e 29 individuos adultos sadios .

Os pacientes foram classificados de acordo com o grau de obstruciio de vias aéreas
determinado pelo VEF, : grupo I, VEF,; entre 60 ¢ 80% do valor predito ( i=19) e grupo II ,
VEF, £60% (n=13).

Amostras de sangue periférico foram colhidas dos pacientes em fase de exacerbacdo da

doenca e apos serem submetidos a tratamento com corticosterdide. Os individuos saudaveis

foram submetidos a apenas uma coleta de sangue.

Para o répido estabelecimento do estado estivel da doenca, todos os pacientes receberam
prednisona por via oral , 2mg/Kg/dia (méximo de 60 mg/dia) por 7 dias . Ap6s o curso de
corticosterbide por via oral foram mantidos com corticosterdide por aerogaciio por a0

menos um mes € no maximo 6 méses na minima dose para o controle dos sintomas.

Para andlise estatistica foram utilizados teste de Tukey, Wilcoxon ¢ ANOVA. Foi

considerado intervalo de confianga de 95% , p < 0,05 para todos os testes.

Comparando-se a liberagio de O, por leucécitos de asmaticos ¢ individuos sadios
observamos que granulocitos de asmaticos do grupo I liberaram quantidade

significativamente maior de O;. Nio foi observada diferenca apés os asméticos serem

submetidos a corticoterapia.

Resumo
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Comparando-se a liberacdo de O, por leucécitos do mesmo individuo asmatico antes e
ap0s corticoterapia, observamos que a liberagio espontanea de O; por granuldcitos caiu
significativamente nos pacientes do grupo I . Houve queda significativa na liberago
espontinea de OG> por granuléeitos de asmaticos apds o uso de corticosterdide por via oral

e por aerogaco.

Todos os pacientes apresentaram aumento significativo nos valores de VEF, apds

corticoterapia por via oral e por aerogacéoc

Nossos resultados demonstram que a liberacio de O, esta relacionada com a fase de

exacerbacio da asma sugerindo seu papel na inflamac3o.

Glicocorticoides nibiram a libera¢do de O de forma significativa nos individuos com

menor grau de obstrucio de vias adreas sugerindo a persisténcia da inflamagio nos

pacientes mais graves.

Apbs corticoterapia, os valores de VEF; se mantiveram abaixo do normal em 54% dos
pacientes sugerindo quatro possibiidades: remodelamento de vias aéreas, resisténcia ao

corticosterdide, bronquiolite obliterante ou ndo adesdo ao tratamento.

A determinagio da liberacdo de Oy por granul6citos de sangue periférico de asmaticos

pode ser utilizada como marcador de inflamacfio e controle da eficicia da corticoterapia.

Resumo
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Reactive oxvgen species (ROS), particularly superoxide anion O, have been implicated in

the tissue oxidative injury present in a variety of inflammatory diseases including asthma.

Glucocorticoids are currently the most potent anti-inflammatories used to treat atopic

patients with asthma and may affect the production of O, through a mechanism which is

not completely known.

The aim of this study was to investigate the effect of corticosteroid treatment on O, release

by peripheral blood leucocytes from atopic patients with uncontrolied asthma .

We studied 32 patients with uncontrolled asthma aged 6 to 18 (mean 11.7 years) and 29
healthy subjects as a comparative group. The asthma was classified according to the level
of airflow obstruction measured by the forced expiratory volume in one second (FEV;) in

two groups: group 1 60%< FEV<80% (n=19) and group Il FEV; < 60% (n=13).

Blood samples were collected from heaithy subjects and from uncontrolled asthmatic
patients before and afier steroid therapy with oral prednisone, 2mg/Kg/day for seven days
(n=19) and inhaled corticosteroids (n=13) for at least one month or 6 months as maximum
(mean 3.0 months) We recommended the minimal dose of inhaled corticosteroid to control

the symptoms. .Granulocytes and mononuclear leukocytes were isolated for the evaluation

of Oy release.

The Wilcoxon test was used to compare O, release and FEV, levels from patients before
and after steroid therapy. The analysis of variance (ANOVA) and Tukey test were carried

out to compare cellular O, release among asthmatics and healthy subjects.

Comparing the O release by leukocytes from healthy subjects and uncontrolied
asthmatics we observed that, the spontaneous release of 0. by granulocytes from patients
from group II was significantly higher than the Oy release from cells from healthy subjects.
No difference could be observed between the release of O, by granulocytes from

asthmatics submitted to oral or inhaled steroid therapy and the O; release from cells from
the comparative group.

Abstract
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Comparing the O, release by leukocytes from asthmatics, before and after they had
undergone steroid therapy we found that: after asthmatics were submitted to steroid therapy
the spontaneous O,  release by granulocytes from patients from group I had a significant

decrease, the spontaneous O, release by granulocytes significantly decreased in patients

who had undergone oral or inhaled steroid therapy .

Comparing the FEV, levels before and after asthmatics had undergone steroid therapy we
found a significant improve in the FEV, levels in all asthmatics submitted to oral or inhaled

corticosteroid therapy.

QOur results showed that the release of O, is correlated with uncontrolled asthma

suggesting its role in airway inflammation.

Glucocorticoids modulate the exacerbated O, release by granulocytes from uncontrolled

asthmatics with higher FEV: suggesting that, regardless steroid therapy, airway

inflammation persists in asthmatics with more severe disease.

In asthmatics, despites steroid therapy, the persistence of levels of FEV, above the normal
values in 54% of the patients suggests four possibilities: the presence of airway remodeling,

glucocorticoid-resistant asthma, non-adherent patients or bronchiolitis obliterans.

Superoxide release by peripheral blood granulocytes from asthmatics can be used as an
inflammatory marker and a parameter for the evaluation of the efficacy of the therapy.

Abstract
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1- INTRODUCAQ




1.1- ASMA CRONICA E INFLAMACAO

A asma, como outras doengas atdpicas, ¢ caracterizada por distirbios do
sistema imunologico. Os mecanismos que regulam a resposta alérgica nas vias aéreas sio
complexos envolvendo células apresentadoras de antigeno, linfécitos T, mastocitos e
eosin6filos, além da participacBio importante de células estruturais incluindo células

epiteliais, endoteliais e masculo liso (WILLS-KARP M, 1999).

A resposta imune, induzida principalmente pela inalagfio do antigeno, aumenta
a producio de imunoglobulina E (IgE) (MORRISON & HIGENBOTTAN, 1989) e
mediadores inflamatérios como citocinas, leucotrienos e histamina levando a alteracdes
funcionais de vérias linhagens de células inflamatérias (DJUKANOVIC et al,1990; KAY,
1991).

Em mdividuos atopicos com asma, a inalagfo do alérgeno desencadeia uma
resposta inflamatoria em vias aéreas chamada fase bmediata da reagfio alérgica,
caracterizada pela rapida ativagio de mastocitos, liberagio de histamina, eicosanodides e
radicais livres de oxigénio (LUKACS, 2000). Aproximadamente 6 horas apds o inicio da
reacdo inflamatoria ocorre a fase tardia da resposta alérgica marcada pelo recrutamento e
ativacio de linfocitos T CD4 ~, eosindfilos, basofilos, neutréfilos e macréfagos. A
persisténcia destas c€lulas em vias aéreas interagindo entre si ¢ com células estruturais de

forma cognata ¢ ndo cognata caracteriza a asma crénica (BUSSE, 1998).

Na asma crénica, células Ty2 de memoéria sfo mantidas ativadas através da
exposicio continua ac alérgeno sendo as responsaveis pela disfuncfio cronica do sistema
imune e conseqiiente manutengo do processo inflamatéric (KON & KAY, 1999;
LUKACS, 2000).

Um desbalango entre células Tyl e Tu2, com predominioc Ty2 pode ser
detectado j& no periodo neonatal nos individuos predispostos a desenvolver asma ou outras
doengas atdpicas (BUSSE & LEMANSKE, 2001).

Introducdo
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A liberacdo pelas células de interleucinas (IL) 4 e 13 induz & produgdo, pela
propria célula T2, de eotaxina, MCP-1(*monocyte chemoattractant protein™), TCA3 (gene
ativador de célula T) e MDC (“macrophage derived cytokin™) que agem recrutando novas
células Tu2 e eosindfilos. A secrecfio de IL- 3 e IL-5 leva a produglo e ativacio de
eosinofilos, ja IL-4 e IL-13 estimulam a célula B a produzir IgE e RANTES (“regulation
upon activation, normal T cell expressed and secreted”) quimiotaticos para eosindfilos,
monocitos, baséfilos e célula T. Células Ty2 liberam ainda GM-CSF (“granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor”) que prolonga a sobrevida de eosmoéfilos atuando
também sobre macrdfagos e neutrdfilos. Portanto, sob acfo das células Tg2, céhlas
mononucleares e polimorfonucleares permanecem ativadas respondendo exageradamente
aos estimulos (KOWNASTZKI, KAPP, UHRICH, 1988; KLEBANOFF, 1986; NATHAN,
1989; SULLIV AN, 1989).

Apesar de seu papel central, a célula Ty2 parece nfio ser o tinico subtipo a
participar do processo inflamatorio da asma. A presenga de IFN- y (interferon), citocina
caracteristica de Tyl, no soro de pacientes com asma grave nio controlada sugere a
participagfio ativa de Tyl no mecanismo fisiopatolégico da doenga (CORRIGAN & KAY,
1990). O IFN- y nfo so0 aumenta a expressio de CD69, HLLA-DR, e ICAM-1(“interceliular
adhesion molecule-17) em eosinoéfilos mas também a viabilidade de eosinéfilos, sugerindo
que este mediador contribua para ativacio dos eosindfilos e ampliagio da inflamagio
(HARTNELL et al.,1993).

A célula dendritica, presente na submucosa e epitélio de vias aéreas, é
especialmente importante na promocdo do estimulo alérgico para as células T de mucosa.
Sob acho de citocinas liberadas por Ty2 esta célula adquire receptores FceRI

funcionalmente ativos que aumentam o englobamento de antigeno de 100 a 500 vezes
(HOLGATE 1998).

Além da funcdo de apresentadora de antigeno, céhulas dendriticas secretam
citocinas que s#o essencials para o direcionamento da c¢élula T, especificamente IL-12,

11.-18 e IL-1B. No entanto, para que ocorra a diferenciacdo para Tu2 € fundamental a

participacio das c€lulas epiteliais.

Introducdo
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O epitéhio bronquico, através de interacdes cognatas e ndo cognatas interage
com o sistema imune associado & mucosa. O aumento da produgdio de prostaglandina (PG)
E: pelo epitélio inibe a produgido de I1-12 pela célula dendritica levando 3 diferenciagio da

célula T preferencialmente para Ty2 (HOLGATE, 1998).

O epitélio do asmatico expressa um padrio diferente de proteinas de adesdo,
além do CD44 expressa também ICAM-1, envolvida na sinalizagfo de leucocitos . O
CD44 esta presente no epitéhio em regies de dano possuindo cadeias capazes de ligar e
apresentar fatores de crescimento como b-FGF (*fibroblast growth factor-b™), e mediadores
como IL-8, GM-CSF e MIP-1ua ( “macrophage inflammatory protein™), que podem atuar
como quimioatraentes para eosindfilos e linfocitos e promover a sobrevida e ativagiio dos
Iinfocitos (WILLS-KARP , 1999).

Através da liberacio de TGF-B (“transforming factor-p), endotelina, b-FGF,
IGF-1 (“insulin-like growth factor-17) o epitélio de via aérea dirige uma resposta
proliferativa fibrotica contribuindo para o remodelamento de vias aéreas, caracteristico da

asma cronica (LAUTINEN et al, 1996; HOLGATE, 1998).

O epitélio € fonte importante de 15-HETE, citocinas pro-inflamatérias , [L-1B,
IL-6, IL-11, LIF, GM-CSF, 1L-16 e 11.-18, 11.-8, MIP-1a, MCP, RANTES e eotaxina,

relevantes para a resposta mflamatéria da asma.

A célula endotelial, pela sua capacidade de expressar molculas de adesdio e
liberar citocinas, estd intimamente ligada ao processo inflamatério da asma. Sob acdo de
IL-1 e RANTES estas células expressam IL-1, II-5, IL-6, IL-8, IL-11, IL-15, CSF,
GM-CSF, MCP-1 ¢ RANTES contribuindo para ¢ desenvolvimento da asma crbnica
{(KRISHNASWAMY et al, 1999).

Em pacientes asmaticos atopicos ¢ aumento no nimero de macréfagos
pulmonares apds ¢ contato com o alérgeno, sugere um recrutamento ativo destas células da
circulacfo para as vias aéreas. Nestes pacientes, ¢ niimero de macrofagos com receptores
FceRII para IgE ¢ substancialmente maior do que em individuos normais (KAY, 1991;
POSTON et al, 1992).
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Além de processar ¢ apresentar o antigeno para célula T, fagocitos
mononucleares tém a capacidade de produzir mediadores lipidicos, como eicosandides,
proteinas e peptideos como IL-8, C5a, PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas),
TNF, GM-CSF, IL-1, e fatores liberadores de histamina (KAY, 1991; KAY, 2001). Outra
funcdio atribuida aos macréfagos seria a de modular a inflamagfio através da liberagho de
IL-10 e TL-12 como sugerido por ZEIBECOGLOU et al (2000) que avaliaram a presenca

destas citocinas no escarro de pacientes com asma atopica.

O mastocito, célula efetora residente, tem papel fundamental na asma cronica.
Com localizag#@io estratégica na interface do meio interno e externo no pulmfo sdo capazes

de responder rapidamente a alérgenos ¢ outros estimulos exogenos.

Em pacientes sensibilizados, a inalacdo do antigeno leva a ativagdo de
mastocitos via receptores de alta afinidade FeeRI (MEKONI & METCALFE, 2000;
BINGHAM & AUSTEN, 2000). Ao mesmo tempo em que ocorre a rapida liberacéio de
mediadores autacoides, se inicia a sintese de metabélitos do acido aracdbnico, TXAo,
PGD,, LTBs, LTC, LTD, responsaveis pelo aumento da permeabilidade vascular,
aumento da secrecdo de muco ¢ broncoconstricgdo, e a transcricdo para a produgdo de
citocinas como TNF-a, IL-3, IL-4, IL-5, GM-CSF e fatores de crescimento que irdo atuar
na asma cronica (HOLGATE, 2000).

O TNF- « , tanto pré-formado como induzido , aumenta 2 expressio de
ICAM-1 e VCAM-1 (“vascular-cell adhesion molecule”) fundamentais para a adesfio de
células T ao endotélio. 1IL-4 e IL-13 contribuem de forma sinérgica com o TNF-a para o
estimulo da expressio de VCAM-1 atuando ainda sobre o rolamento de leucocitos
dependente de P-selectina ¢ induzido por histamina. Triptase, PAF (fator ativador de
plaquetas) e PGpy , IL-5 ¢ GM-CSF levam a quimiotaxia, proliferagdo e citoprotecdo de
eosindfilos. IL-4, IL-13 e IL-6 amplificam a resposta de Ty2 e a producéio de IgE. Triptase,
FGF e TGF-p (“tranforming growth factor™) recrutam e ativam fibroblastos induzindo a
sintese de colageno. Finalmente as proteases de mastécitos degradam membrana basal ¢

amplificam a resposta através da ativagfio de metaloproteinases da matrix (BINGHAM &
AUISTEN, 2000).
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Os eosinofilos sdo células efetoras primordiais na resposta inflamatoma da

asma.

Um numero aumentado de eosindfilos € encontrado em pacientes com asma
cronica e durante exacerbagdes agudas, sendo o grau de eosinofilia proporcional a
gravidade da asma (BIERMAN,1996; LOUIS, 2000). Sob acdo de guimioatraentes como
RANTES, MIP-lq, e eotaxinas, as células circulantes migram para o pulméo. Dentro da
matrix de vias aéreas sua sobrevida € prolongada por IL-5 ¢ GM-CSF (BUSSE &
LEMANSKE, 20601).

Apos a ativagio, o eosinéfilo contribui para a inflamacfio através da liberagio
de mediadores como proteinas granulares, EDN(“eosinophil-derived neurotoxin™), ECP
(“eosinophil cationic protein”, MPB (“major basic protein”), EPO (“eosmnophil
peroxidase™), citocinas, IL1-o, IL-3, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-, TGF-B1 e GM-CSF e
eicosanoides. Proteinas granulares, lesam diretamente o tecido de vias aé€reas promovendo
hiperreatividade bronquica, causam degranulacio de baséfilos ¢ mastécitos aumentando a
gravidade da asma. Leucotrienos (LT), especialmente LTC,, contraem musculo liso,

aumentam a permeabilidade vascular e recrutam mais eosindfilos para as vias aéreas .

Eosinéfilos sdo capazes de prolongar sua sobrevida através da geracdo de
GM-CSF contribuindo ainda mais para a inflamagfio persistente de vias aérea (BUSSE &
LEMANSKE 2001).

Apesar de seu papel marcante como célula efetora no processo inflamatério, o

eosindfilo ndo € o tmico responsavel pelas alteragBes que ocorrem na asma cronica.

Neutréfilos e seus produtos podem ser identificados na asma grave
(JATAKANON et al, 1999) e durante crises de exacerba¢io de doenca, demonstram um
orau diferente de ativagfio e estimulacdio em comparagfio a c€lulas de individuos sadios
(NORZILA et al, 2000; GIBSON et al, 1999; LOUIS t al, 2000). Questiona-se se 0
aumento destas células em vias aéreas seria consegiiéncia do usc cronico de

corticosterGides ou caracteristica de um tipo de doenga mais grave (SAMPSON, 2000).
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Atraidos para o sitio inflamatorio por vérias citocinas como LTBa, IL-8, PAF,
GM-CSF, IL-6, FMLP e C5a estas células contribuem para a inflamac¢io de vias aéreas
através da liberagio de lipides, LTBs, PAF, TXA,, LTA4; citocinas, IL-1B, IL-6, IL-8,
TNF-a, TGF-B; proteases, elastase, colagenase; e reativos intermediérios de oxigénio

(RIOs) (KAY,1991; SAMPSON, 2000).

Os basodfilos estdo aumentadas em bidpsias pulmonares de individuos atépicos
com asma tanto na fase estivel da doenca quanto durante exacerbacdes (MACFARLANE
et al., 2000). N&o se sabe se estas células contribuem ativamente para a fisiopatologia da
asma ou se estdo envolvidas em remover e modular os efeitos de outras células € dos

mediadores que elas produzem (KAY, 1991).

Os miofibroblastos estio aumentadas em vias aéreas de pacientes com asma
cronica (JEFFERY, 2001).

Sob acdo de TGEF-B, IL-11, PDGF, IGF, fator de crescimento epidermal (EGF)
e GM-CSF liberados por eosinéfilos, fibroblastos, células do misculo liso, células
epiteliais, gldndulas mucosa, células T e macrofagos esta células sdo capazes de mudar para
um fendtipo fibromiético atuando como células efetoras de uma reagdo anormal

desencadeada pela inalacéo ao alérgeno (JEFFERY, 2001).

O aumento no nimero e na ativagio de miofibroblastos leva a uma maior
produgio de colageno com conseqiiente espessamento da ldmina reticular. A deposicio de
colageno tipos III € IV somada ao acimulo de fibronectina, tenascina e proteoglicanos
seria a responsavel pela fibrose subepitelial caracteristica da asma (ROCHE et al.,1989;
HUANG et al, 1999; QUITAYABA & MINSHALL, 2000).

Plaquetas sfo demonstradas no lavado bronco-alveolar (BAL) de asmaticos.
Possuem receptores para IgE FCe RIL, liberam PAF e tromboxano A; sendo sua

participagio na fisiopatologia da asma sugerida em diversos estudos (METZGER et al,
1985; SULLIVAN et al., 2000; MORITANI et al,, 1998).

Introdugdo
25



Varias das células inflamatdérias que participam da resposta inflamatoria na
asma sdo capazes de gerar radicais livres de oxigénio. A ativacfio de mastdcitos,
macrofagos, eosinofilos, neutrofilos e plaquetas gera dnion superdxido e outras espécies

reativas de oxigénio (BARNES, 1990; SALVEMINI et al., 1989).

1.2- RADICAIS LIVRES DE OXIGENIO

Radicais livres sfio espécies quimicas que possuem um elétron nfo pareado na
sua Orbita, considerados fragmentos de molécula sdo altamente reativos (HALLIWELL,
1994). A reatividade e parte do poder de lesar bactérias e tecidos circunvizinhos, vém da
sua instabilidade e consegliente avidez por combinar-se com outras moléculas

(KERR,1996; HALLIWELL,1994; HALLIWELL & GUTTERIDGE,1994).
Os mais importantes radicais livres s8o os derivados do oxigénio.

O oxigénio molecular ¢ usado primariamente na producgio de energia celular
através da sintese de trifosfato de adenosina (ATP) pelo processo de fosforilagdo oxidativa,

o subproduto desta geracdo de energia sio os radicais livres (KERR et al, 1996).

Estes radicais sdo ainda produzidos a partir da quebra de lipides e proteinas,

catabolismo de catecolaminas e inflamac¢fio (KERR et al, 1996; IKEDA & LONG, 1990).

A transferéncia de elétrons € o processo mais comum pelo qual radicais Hvres
se formam, podendo ainda ser formados por perda ou adicdo de um Unico elétron a
molécula normal, estes processos geram radicais livres positivamente carregados,

negativamente carregados ou eletricamente neutros (CHEESEMAN & SLATER, 1993).

A redugio do oxigénio por transferéncia de um tunico elétron produzird o

Anion superoxido (O;)

Oz + e - 02-
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Se o oxigénio recebe dois elétrons, o peroxido de hidrogénio é formado

(H202 ).

02 + 2e + ZH““ P HgOz

Perdxido de hidrogénio também pode ser gerado em sistemas biologicos via

produgdo de superoxido:

202—4‘ 2H° - HzOz + 02

H,0; ndo € um radical livre mas € considerado membro das espécies reativas de
oxigénio que inclui também ndo radicais derivados do oxigénio que estdo envolvidos na
produgdic de radicais de oxigénio. H,O, ,juntamente com o oxigénio “singlet™, sdo
importantes por participarem seletivamente na geragdo de radicais livres (KERR et al,
1996).

Quando o oxigénio reage com trés elétrons, 0 mais reativo e lesivo dos radicais

livres de oxigénio , o radical hidroxil (¢OH) ¢ formado.

02_ + Hz()z — "OH+OH + 02

O ferro e o cobre sio considerados elementos de transicdc ¢ facilitam a

formagio de radicais livres de oxigénio, na chamada reacgéo de Fenton conforme proposto
por HABER & WEISS (1934):

ions ferrg e cobre

02_ + Hz()z —> ‘OH+ OH + 02
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O O:" ndo é particularmente lesivo por si, sua importancia estd na formacao de
H,0, , reducdio de metais de transicdo e, em pH baixos, assumir a forma de radical

perhidroxil ( HO," ) uma espécie mais reativa e oxidante.

No individuo sadio existe o equilibrio entre geracio de RIOs (reativos
intermediarios de oxigénio) e sua remocgdo. A defesa anti-oxidante, superoxido dismutase
(SOD), catalase, glutationa peroxidase, a-tocoferol , acido ascorbico e acido Urico, trabalha
para cessar a reagdo em cadeia causada pelos radicais livres através de sua remocfo,

prevengio de sua formagdo ou reparando o dano causado na estrutura celular
(KERR, 1996; HALLIWELL, 1994).

O principal mecanismo de remogiio de O, € a reago de dismutacfo catalisada
pela SOD (MAC CORD & FRIDOVICH, 1969):

SOD
0,y +0, + 2H -5 H,0, +0,

Normalmente existe um balanco entre a geracdio de radicais livres e sua
destruicdo mas, a geragdo de radicais livres que supere a defesa anti-oxidante resulta na
destruicio oxidativa de membranas celulares e séria lesdo tissular (CHEESEMAN &
SLATER, 1993).

1.3- RADICAIS LIVRES E INFLAMACAO

A importéncia dos radicais livres de oxigénio como bactericida foi inicialmente
descrita reconhecendo-se a geracfo destes oxidantes no interior dos fagossomos de
neutréfilos, eosindfilos e fagdeitos mononucieares (BABIOR, 1978; BABIOR et al.,1975).
A liberacio destes radicais para o meio extracelular durante um processo inflamatorio

levaria a lesdo oxidativa nos tecidos circunvizinhos.
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Uma das reacdes oxidativas mais comuns ¢ a peroxidacio lipidica, onde um
radical livre se combina com um acido graxo, componente primédrio da membrana celular.
Os produtos da peroxidagio lipidica diminuem a fluidez de membrana, inibem a sintese
protéica, bloqueiam a a¢do de macrofagos, alteram a quimiotaxia ¢ a atividade enzimatica
(WINROW et al., 1993). Além da agdo direta sobre a membrana celular pode haver a
geracio de metabdlitos do dcido aracdonico através da ativagho da. fosfolipase A; ou
liberacio de fosfolipase C ( SEDGWICK et al, 1990; RYRFELDT et al., 1993;
CHAKRABORTI et al.,1989). A transferéncia de elétrons do radical livre para o éacido

aracdénico cria mais radicais e inicia um processo auto destrutivo ( PRYOR, 1978).

Proteinas sfio particularmente sensiveis ao dano oxidativo. A lesio de estruturas
protéicas com conseqiiente degradacdo, fragmentacio ou agregagio molecular pode alterar
substancias relevantes para a inflamagfio como a imunoglobulina G ¢ o inibidor de alfa-1-

proteinase (a-1-antitripsina) (KERR, 1996).

A injuria oxidativa pode atuar sobre carboidratos induzindo desestabilizagio de
tecido conjuntivo e perda da viscosidade do fluido sinovial e sobre 4cidos nucléicos

levando & quebra de DNA (WISEMAN & HALLIWELL, 1996).

1.4- SISTEMA NADPH- OXIDASE

O sistema NADPH-oxidase & o responsavel pela geracio de 4nion superéxido e
outros reativos de oxigénio. A doenga granulomatosa crinica ¢ um exemplo de defeito
nesta oxidase com consegiiente diminui¢iio no consumo de oxigénio e dificuidade na
eliminagio de fungos e bactérias (QUIE, 1993; CURNUTTE, ORKIN & DINAVER.1994;
DAHLGREN & KARISSON 1999).

O sistema NADPH-oxidase, descoberto inicialmente por BALDRIDGE &
GERARD (1933), forma uma cadeia de transporte de elétrons que resulta na oxidagho do
NADPH na superficie citoplasmatica e na geragiio de O, na superficie externa da
membrana celular (PARKOS et al., 1688; JESAITIS e al,, 1980). O O pode ser liberado

para o interior do fagossomo ou para ¢ meio extracelular (BABIOR, 1978).
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A oxidase inativa € constituida por um elemento de membrana , o citocromo
bsss formado por duas subunidades gp91-phox (glicoproteina, 91 kDa, phagocyte oxidase) e
p22- phox; e quatro componentes citosolicos, p47-phox, p67- phox, p40 e rac 2.

A ativacio do complexo NADPH oxidase de um estado de repouso para um
gerador de O requer modificagio quimica e translocagfio das subunidades citoplasmaticas
para o complexo oxidase da membrana celular (McPHAIL et al,, 1985; BABIOR, KUVER,
CURNUTTE, 1938).

A ativacdo deste sistema pode ser feita através de fragmentos de complemento,
1gG, phorbol-ésteres, IgE , fragmentos bacterianos (SHATWELL & SEGAL, 1996), IL-8
(BAGGIOLINI et al., 1989), IFN-y (DEMOLY et al,1995), PAF, LTB4. Os sinais de
transducdo responsaveis por este mecanismo ainda ndo sfo totalmente conhecidos

(KOO et al, 1982,1983; McPHAIL & SYNDERMAN, 1983; McPHAIL, CLAYTON,
SNYDERMAN, 1984).

1.5- RADICAIS LIVRES E ASMA

O excesso de liberagio de radicais livres por diversas células participantes do

processo inflamatdrio tem sido amplamente demonstrado.

A agiio de H;0,, "OH e O, sobre o musculo lisoc de vias aéreas levando a
contracdo e hiperreatividade foi demonstrada em diversos estudos com animais. As
espécies oxidantes atuariam diretamente sobre o musculo liso mas também levariam a
liberacdo de metabolitos do &cido aracddnico € & neutralizacio do efeito regulador do 6xido
nitrico com conseqiiente contragfio da musculatura de vias aéreas (STEWART et al., 1981;
BARNES et al,1987; KATSUMATA et al, 1990 ; LANSING et al, 1991; POSTMA
et al.; DE BOER et al., 1998).

SEYBOLD et al. (1992) em estudo com carneiros, demonstraram que a
exposigio aos produtos soliveis de Pseudomonas aeruginosa leva a inibicdo do batimento
ciliar e transporte de muco, estes efeitos seriam parcialmente mediados por radicais livres

de oxigénio produzidos por neutréfilos.
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TAKEYAMA et al. {2000) demonstraram que, em cultura de células, o estresse
oxidativo via ativagio de uma proteina kinase causa a ativag3o de receptores do fator de

crescimento epidérmico tendo como resultado final a sintese de mucina.

NIJKAMP et al. (1988) através da incubacio de membranas pulmonares de
cobaios com HyO,, observaram uma redugfo do mimero de receptores B-adrenérgicos,
indicando um efeito toxico direto, provavelmente via peroxidacfio lipidica, sobre estes

receptores.

A lesio do epitélio de vias aéreas também pode ser atribuida, ac menos
parcialmente, & agio dos RIOs (FREEMAN et al, 1982). O dano epitelial causado por
eosindfilos purificados pode ser reduzido pela catalase indicando que parte deste efeito se

deva 2 ago de metabdlitos do oxigénio (YUKAWA et al., 1990).

TATE et al. (1982) em estudo com pulmio isolado de coelhos demonstraram
que RIOs causam edema rico em proteinas através do aumento da permeabilidade de

membrana alvéolo-capilar e ainda levam a vasoconstricgo.

SEDGWICK et al. (1990) demonstraram que, sob estimulo com PMA,
eosinofilos de sangue periférico de pacientes com asma leve liberaram mais O; do que
células de individuos sauddveis. SCHAUER et al. (1991) demonstraram uma maior
liberagiio O, por ecosinéfilos de criancas asmaticas com graus variados de obstrugfo de
vias aéreas . KANAZAWA et al (1991) estudando neutréfilos de asmaticos demonstraram
um aumento na liberag8o de O, quando comparado & liberacio deste radical por células de
individuos saudaveis. A liberaciio de O, foi inversamente proporcional ao FEV, e foi
maior por neutréfilos de pacientes em fase de exacerbag@o do que naqueles com a doenga

sob controle.

VACHIER et al (1992} demonstraram gque, monocitos de asmaticos,
estimulados por PMA, liberam mais H;0; que mondcitos de individuos sadios.Para a
liberacdo de O .as células de asmaticos apresentam um pico de geragfic de Oy € mais

precoce € mais alto.

Introducdo
31



JARJOUR & CALHOUN (1994) estudaram células das vias adreas de
pacientes com asma leve e moderada e observaram um aumento na liberagdo de Oy
quando comparada a liberacio por células de individuos saudaveis. A produgio deste

radical livre correlacionou-se inversamente com o VEF; predito.

O aumento da liberagdo de RIOs também foi demonstrado em estudos com
H,0, expirado. DOHLMAN et al.(1993) relataram que asmaticos, principalmente aqueles
com infeccfio aguda de vias aéreas superiores ou inferiores, exalam maior quantidade de

H,0, que individuos sadios.

ANTCZAK et al. (1997) observaram que em asmaticos com VEF; de 6819 % a
medida de H,O» no ar exalado foi 26 vezes maior do que em individuos saudaveis. Houve

uma forte correlagio inversa entre o contetido deste metabdlito e o VEF,.

Estes estudos confirmam a hipétese de que RIOs estfio implicados no processo
inflamatério da asma, correlacionando-se com a gravidade da doenga ¢ podendo ser

utilizados como marcadores da inflamac&o.

1.6- GLICOCORTICOIDES

Glicocorticéides sfio ao agentes anti-inflamatérios mais potentes disponiveis

para o tratamento da asma cronica.

Estes farmacos exercem sua acfio através da ligacfio com wm inico receptor de
glicocorticoide (GR) localizado preferencialmente no citoplasma das células. O GR mativo

se encontra associado a um complexo protéico que inclui 2 moléculas de proteina de

proteina hsp 90 atua como reguladora evitando que o GR ndo ocupado se transloque para o
compartimento nuclear. Uma vez que aconteca a ligacfo glicocortic6ide-GR, a hsp se
dissocia ocorrendo a translocaciio do complexo ativado GR-glicocorticoide e sua ligacdo ao
DNA (BARNES, 1996).
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Corticosterdides produzem seu efeito nas células responsivas através da
regulagio da transcrigdo de certos genes de forma direta, indireta ou mista
(GRONEMEYER, 1992; TRUSS, 1993).

A ag#o direta ocorre através da ligagio do GR ativado aos chamados elementos
de resposta ao glicocorticdide (GRE), presentes no DNA da célula alvo, alterando a taxa de
transcricdo levando a indugiio ou & repressdo génica. GR também pode inibir a sintese

protéica através da reduciio da estabilidade do RNA mensageiro (mRNA).

No caso das células que ndo possuem GRE, glicocorticéides atuam através da
inibicdo dos fatores transcripcionais como os fatores AP-1 (“activator protein-17) e NF-xB
(“puclear factor -xB”) que estdo envolvidos na regulacdo de varios genes que possuem

papel central na inflamacédo (BARNES, 1996; STELLATO, 1997).

Através destes mecanismos glicocorticdides inibem a transcrigio de genes para
MHC classe I e II colagenase , éxido nitrico sintetase indutivel, fosfolipase A, indutivel,
endotelina-1, moléculas de adesdio ELAM-1 e ICAM-1, citocinas (IL-1, IL-2, IL-3, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-8, IL-11, IL-12, IL-13, TNF-a, GM-CSF, RANTES, MIP -la e SCF
(BARNES, 1996; STELLATO, 1997, POWELL et al,, 2001).

A maioria destas proteinas principalmente citocinas, produz também seu efeito
nas células alvo através da ativagdo dos fatores transcripcionais AP-1 e NF-xB, ou seja,

tanto a producdc quanto a acdio das citocinas ocorre via ativacio destes fatores e pode ser

inibida pelos glicocorticéides ( SMITH et al., 1988).

O estimulo da sintese de proteinas anti-inflamatérias também contribui para o
controle do processo inflamnatdrio. Glicocorticides induzem a sintese de lipocortina-1,
que inibe a producio de fosfolipase A, (PLA,), diminuindo a sintese de metabélitos da via

da cicloxigenase (PG, TBx e prostaciclina) e, menos substancialmente, da lipoxigenase
(LTB4, LTC4, LTD4, LTE).

Esterdides possuem ainda efeito direto sobre algumas células inflamatérias.
Inibem a liberaglic de mediadores por eosindfilos, ativam uma endonuclease responsavel

pela morte celular programada e reduzem o nimero de células circulantes. Atuam sobre a
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célula T inibindo a liberaciio de mediadores, diminuem o nimero de mastocitos circulantes,
inibem a expressio de GM-CSF e RANTES por células epiteliais (WILSON
et al., 2001).

Destacam-se ainda: inibigBo de  colagenase, elastase e ativador de
plasminogénio derivado de macrofagos; estimulo do NEP (endopeptideo neutro) que
diminui a perda vascular e reflexos nervosos locais; de receptores beta-2, aumentando seu
nimero ¢ sensibilidade aos beta-2 agonistas (mecamismo responsavel pela prevencio da
“down” regulacdo em resposta ao uso prolongado de beta agonistas); de enzimas que

degradam a substéncia P e outros neuropeptideos, inibindo a inflamacio neurogénica .

1.7- GLICOCORTICOIDES E RADICAIS LIVRES DE OXIGENIO

A acdo dos glicocorticoides sobre a liberacdo de radicais livres de oxigénio tem

sido descrita em diversos estudos.

UMEKI et al. (1990) demonstraram que, hidrocortisona adicionada & cultura de
neutrofilos inibe a liberacéo de RIOs.

FUKUSHIMA et al. (1990) estudaram pacientes com diversas doengas
inflamatdrias sob corticoterapia diaria ¢ prolongada por via oral demonstrando a inibi¢Zo na
liberagdo de O, por granulécitos de sangue periférico. A liberagdo estimulada por FMLP

mostrou uma correlacio inversa com a dose cumulativa de prednisolona.

MAJORY et al. (1998) avaliaram a liberacdo de O, por mondcitos de sangue
periférico em pacientes asmaticos tratados com corticosterdides por trés diferentes vias
comparando-a com a de asmaticos nio tratados. A producido de Oo |, estimulada por PMA,
dos pacientes tratados com corticosterdides administrados tanto por via oral como por

aerogacio foi menor do que aquela por asmaticos nfio tratados.
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EZEAMUZIE et al. (1998) demonstraram que a dexametasona nfo diminuiu de
forma significativa a liberagdo de O, ,induzida, por PAF por eosinéfilos de sangue
periférico de individuos com asma leve. Houve inibi¢fo da liberagdo deste metabdlito

quando utilizou-se a IL-5 como estimulo.

DWEIK et al. (1997), avaliando voluntarios saudaveis, evidenciaram a
capacidade da flunisolida administrada por aerogagfio durante 3 semanas em inibir a
liberacdo de Oy, estimulada por porbol-éster, por células do lavado bromcoalveolar.
DAULETBAEV et al (1999), estudando pacientes portadores de fibrose cistica,
demonstraram nio haver acfio da fluticasona administrada por aerogacio durante 3 semanas
na geragdo de O por células do escarro, ao contrario, a produ¢éo estimulada por porbol-

éster aumentou apos o uso do corticosteroide.

DANDONA et al. (1998) comprovaram que, apos uma unica administragfio de
hidrocortisona por via endovenosa a liberacdo de RIOs, induzida por fMLP, por células

mononucleares de sangue periférico de individuos sadios foi inibida.

A acio dos glicocorticéides sobre a producio de RIOs pode ocorrer através de

VArios mecanismos.

Durante o processo inflamatorio, a liberacio de diversos mediadores tais como
metabolitos do acido aracddnico, especialmente o PAF e LTB4; IL-5 ; IL-8 dentre outras
citocinas atua como estimulo para a geragfio de radicais livres (SERHAM et al., 1984;
SUMIMOTO et al., 1984). A producio e muitas vezes a acdo sobre células alvo destes
mediadores sdo inibidas pelos corticosterdides. DANDONA et al (2001) demonstraram que
a inibicdo da geragdo de RIOs por hidrocortisona esta associada a diminui¢do de NF-xB
intracelular, sabidamente responsavel por modular a resposta inflamatoria incluindo

geracho de RIOs.

A aco dos esterdides sobre o sistemna enzimatico responsavel pela producfio de

0y, o sistema NADPH-oxidase também tem sido demonstrada.

CONDINO et al. (1998) provaram que a dexametasona utilizada in vifro atua

inibindo a expressdo de genes que codificam gp%l-phox e pd7-phox, componentes do
sistema NADPH-oxidase .
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MARUMO et al. (1998), em estudo com células do misculo aortico,
evidenciaram que a dexametasona diminuiu a expressdo de RNA mensageiro para p22-

phox .

DANDONA et al. (2001) demonstraram que os niveis da subunidade p47-
phox em células mononucleares apresentou diminui¢@o progressiva ap6s a administragdo de
hidrocortisona. Este efeito ocorreu em paralelo com a diminui¢fo intracelular de NFxB e
o aumento de IL-10 plasmatico. Parecendo que estas alteragdes podem causar efeito

inibitério sobre a subunidade p47-phox e geracdo de RIOs por células mononucleares.
Glicocorticoides atuam ainda sobre os varredores de radicais livres de oxigénio.

YOSSEF et al. (1983) demonstraram que a atividade de SOD em granulécitos
de pacientes com artrite reumatoide tratados com corticosterdides foi significantemente

maior do que naqueles tratados com drogas anti-inflamatorias ndo hormonais.

MACCONTI et al. (1993) comprovaram que a injecdo intra-venosa de altas
~ doses de metilprednisolona aumentou a expressdo em granuldcitos de genes codificadores
para SOD-manganés e reduziu a formacdo de 4nion superoxido por granul6citos e (Mp-
SOD) em pacientes ANCA positivos. De RAEVE et al. (1997) demonstraram que a
atividade de Mn-SOD em epitélio de vias aéreas foi maior em asmaticos sob corticoterapia

por aerogagéo do que naqueles individuos fora de terapia e individuos sadios.

No entanto, PEREIRA et al. (1995) demonstraram que a incubagio de

macr6fagos com dexametasona por 24 horas reduziu a atividade de Mn-SOD e GPX.

Nosso objetive foi investigar o efeito da terapia com glicocoticoides sobre a
producdio de anion superdxido por células mononucleares e polimorfonucleares de sangue
periférico de criancas e adolescentes atopicos com asma em fase de exacerbacfio. Os
pacientes foram agrupados de acordo com o grau de obstrucdio de vias aéreas determinado

pelo VEF; e de acordo coma via de administracéo, oral ou por aerogacio.
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2.1- GERAL

Avaliar a liberagiio de O; por granuldcitos e células mononucleares de sangue

periférico  de criancas ¢ adolescentes asmaticos sob corticoterapia.

2.2- ESPECIFICOS
Avaliar a liberacdo de O, em relagéo :
- ao grau de obstrucdio de vias aéreas determinado pelo VER,

- & via de administragcdo do corticosteroide

Objetivos
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3.1- SELECAO DOS PARTICIPANTES
3.1.1- Pacientes

Este estudo, clinico prospectivo, iniciou-se com 50 pacientes no entanto, devido
a problemas técnicos ou pessoais a amostra reduziu-se a 32 pacientes. Foram incluidos
neste estudo 32 criangas e adolescentes, com idade entre 6 e 18 anos (média 11.7+ 2.44), 13
do sexo feminino € 19 do sexo masculino; 16 caucasoides e 16 negréides com diagnéstico
de asma atdpica em fase de exacerbacfo. Os pacientes foram acompanhados no
ambulatério de Imunologia Alergia e Pneumologia do Departamento de Pediatria da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), no

periodo de mar¢o de 1998 a julho de 2001 e preencheram os seguintes critérios de inclusio:

1. diagnéstico de asma em fase de exacerbagfo estabelecido para cada paciente
com base nos critérios relatados no GINA-NIH (“GLOBAL INIATIVE FOR ASTHMA™):

s historia ou presenca de sintomas episodicos de obstrugio do fluxo aéreo
caracterizados por chiado, sibildncia, respiracdo curta, aperto no toérax ou

tosse.

e obstrucio de fluxo aéreo total ou parcialmente reversivel, caracterizada
funcionalmente por volume expiratério forgado em 1 segundo (VEF ;)
< 80% do predito, VEF ; /CVF (capacidade vital forgada)< 65% ou abaixo

do limite inferior de normalidade segundo sexo, peso ¢ idade.

e aumento no VEF ; de pelo menos 12% ou 200 ml, apdés o uso de

Br-adrenérgico por via inalatoria ou, em caso negativo, apds corticoterapia

e estar em fase de exacerbacfio dos sintomas, caracterizado por relato pessoal
ou do responséavel de piora clinica, aumento da necessidade de uso de B-2

agonistas e diminuicio do VEF ; basal.
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2. caracterizacdo do estado atdpico definido através de critérios clinicos e

laboratoriais:

e relacio causa-efeito positiva entre exposi¢do a determinados antigenos e

desencadeamento dos sintomas
e comprovacio laboratorial de atopia:
» teste cutdneo de hipersensibilidade imediata ( “prick test” )

» RAST (“radioallergosorbent test”) positivo para aeroalérgenos mais

comuns

»  nivel sérico elevado de IgE (dois desvios padrdo acima da média)

» eosinofilia, excluindo-se doencas parasitarias
¢ antecedentes familiares positivos para atopia (parentes de primeiro grau)

s antecedentes pessoais para atopia ,concomitancia ndo obrigatéria de doengas

alérgicas tais como rinite,urticdria, dermatite € conjuntivite.

3.1.2- Grupo de comparacéo

Foram selecionados 29 voluntdrios adulios saudaveis, nfo atdpicos, nfo

fumantes e que nfo fizeram uso de quaisquer medicamentos nos 30 dias anteriores a coleta

do exame, com idade média de 30,4 anos.

A escolha de adultos para compor o grupo de comparaciic foi devida a
dificuldade em se conseguir uma amostra pareada por idade de voluntarios saudaveis e
baseada em dados da literatura que demonstram nio haver diferenca significativa na
produg@o de intermedidrios reativos de oxigénio por adultos e criancas sauddveis
(FRAZIER et al, 1982), este sistema se desenvolve precocemente na infincia
(ABRAMSON et al,, 1996; JOBIS et al., 1997).

Metodologic
41

Fanl i

1»@/1{3\1 i._;émi‘; R {

o
; L;Ea‘s, o




3.1.3- Critérios de exclusio

e pacientes que fizeram uso anti-inflamatéric nio esterdide (AINE),
aminofilina, anti-leucotrienos, anti-histaminicos, corticosterdide sistémico
ou hemoderivados mnos ultimos 30 dias (LAPENNA el al, 1995;
EZEAMUZIE & HAGE, 1998; CALHOUN et al., 1998)

+ pacientes que fizeram uso de broncodilatador de acfio curta ou longa

respectivamente nas 12 horas e 18 horas precedentes a inclusio no estudo

e pacientes com doenca inflamatéria aguda ou crdnica, infecgdes virais,
bacterianas ou fiingicas nos altimos 30 dias, alteracBes anatdmicas ou outras
doengas pulmonares (KNIGHT,1995).

+ tabagistas (RAHMAN et al.,1996)

3.4- IMPLEMENTACAO DO ESTUDO

Os pacientes foram avaliados clinica e funcionalmente, através de prova de
fungfo pulmonar, em 3 fases: fase I, no momento da inclusdo no estudo, tendo o paciente
preenchido os requisitos dos critérios de inclusio e apds informagfio do responsavel e seu
consentimento por escrito; fase II apds o uso de prednisona por via oral durante sete dias e;
fase T apés o uso de corticosterdide por aerogacio durante 30 2 180 dias. Amostras de
sangue para determinac@ic da dosagem de 4nion superoxido foram colhidas, de todos os

pacientes na fase I, de 19 pacientes na fase Il e de 13 pacientes na fase I1I.

Foram ainda realizados teste cutdneo de hipersensibilidade imediata para

gcaros, fungos epitélio de cfio e gato, poeira domiciliar e barata. Outros testes laboratoriais

foram indicados de acordo com a necessidade de cada paciente.

Para o grupo de comparag¢fo foi realizada uma tnica coleta de sangue para a

determinac8o da dosagem de &nion superdxido apds anamnese e consentimento.
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3.5- ESQUEMA TERAPEUTICO

O tratamento medicamentoso foi baseado nas recomendacBes contidas no
GINA-NIH (1997), cujo objetivo terapéutico ¢ o restabelecimento do estado estavel da

doenga.

O esquema terapéutico utilizado foi, prednisona via oral 2mg/Kg/dia , maximo
de 60 mg, administrada em dose Gnica didria pela manhi, durante uma semana e na
manutengdo fluticasona, flunisolida, beclometasona, budesonida e triancinolona, por

aerogacdo, em dose ajustada para cada caso.

3.6- ENSAIO LABORATORIAL

O ensaio laboraboratorial da liberalgcdo de O, foi realizado nos laboratérios de
Imunologia Pediatrica e de Biologia Molecular no Centro de Investigacdo em Pediatria
(CIPED) da UNICAMP.

Foram coletadas amostras de sangue venoso dos pacientes ¢ dos voluntarios
sadios (20 ml). Granulocitos e células mononucleares foram fracionadas por centrifugacéo
do sangue em Ficoll-Hypaque (Hystopaque® -1119 e 1077, Sigma Chemical Company)
(BOYUM, 1968). Eritricitos contaminantes foram removidos através de lise hipotdnica.
Ap6s a contagem ¢ célculo da viabilidade das células , a suspensio foi ajustada para 2 X
107 células/ml em solugBo de Hanks, sem célcio, magnésio ou vermelho de fenol. Os

leucéeitos foram utilizados para a avaliagdo da atividade do sistema NADPH-oxidase.

3.6.1- Determinacio da liberaciio de dnion superdxido

A quantificaclio do O, liberado por granuldcitos e células mononucleares do
sangue periférico foi realizada segundo a técnica de COHEN & CHOVANIC (1978),
constituindo-se uma adaptacio do método original descrito por MCCORD & FRIDOVICH
{1969).
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Esta técnica utiliza o método espectrofotométrico baseado na reducfio do
ferricitocromo C e inibida pela SOD ( super6xido dismutase } Mc CORD &
FRIDOVICH, 1969; DIAS-DA-MOTA et al, 1996), sendo obtida espontaneamente
(leucécitos incubados apenas com Hanks) e sob estimulo (leucdcitos incubados com PMA-

phorbol 12-myristate 13-acetate 30nM) metade dos tubos continham SOD (60U/ml).

Densidade 6ptica foi determinada com absorbincia de 3550 nm, em

espectrofotémetro Beckman.

Foram realizadas medidas nos tempos 0, 5, 15, 25, 45 e 60 minutos a partir do
inicio da reacfio, durante os quais a solugfio foi mantida a 37 © C. Foi considerado tempo

zero ( t 0) o momento no qual foram adicionadas células a solugdo (HANKS, citocromo
C, SOD +/-, PMA +/-} .

A liberagido de O, foi calculada utilizando-se um coeficiente de extingdo de
21.100 M "' cm "' e os resultados expressos em nMols/ 10° cels / 60 min (COHEN &
CHOVANIC,1978).

Os experimentos foram realizados em duplicata.

3.6.2- Testes cutineos de hipersensibilidade imediata

Os testes foram executados pelo método de puntura (skin prick test) pela
técnica de PEPYS (1978), modificada por OSTERBALLE & WEEKE. Os antigenos
utilizados, padronizados em UBE (unidade biologica equivalente) (International
Pharmaceutical Immunoly do Brasil SA), foram: pé domiciliar, Dermatophagoides
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Blomia tropicalis, epitélio de co, epitélio de
gato, fungos I - Alternatia alternata, Cladosporium herbarum, Chaetomium globosum,
fungos II - Mucor mucedo, Pullularia pullulans. Histamina e solugio salina foram

utilizados como controles positivo € negativo respectivamente.
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Uma gota de cada extrato alergénico foi colocada sobre a pele do antebrago,
observando-se uma distincia de 2 cm entre as gotas. A camada superficial da pele foi
perfurada com uma lanceta plastica estéril mantida perpendicularmente a pele. Apos
1 minuto, foram retiradas as gotas da pele com algodio, individualmente para cada extrato.
A leitura foi realizada apos 20 minutos, medindo-se o didmetro da papula, em milimentros.

Considerou-se positivo a papula com didmetro = a 3 mm.

3.6.3- Prova de Funcio Pulmonar

Realizada no Laboratorio de Fun¢do Pulmonar do Departamento de
Pneumologia do Hospital das Clinicas da FCM da UNICAMP por auxiliar técnica

capacitada com espirdmetro Anamed 4000 PC-sistema para analise de fun¢o pulmonar.

Sentados, os pacientes realizaram manobras de expiragdo forgada, com narinas
tampadas com clipe nasal. Entre os testes realizados foram considerados para anélise a
melhor das trés curvas obtidas e o tracado avaliado pelos critérios da American Thoracic

Society { Standardizaton of Spirometry, 1987)

3.6.4- Determinacio do nivel sérico de IgE

A determinagio do nivel sérico de IgE foi realizada no laboratério de
Imunologia do Departamento de Patologia Clinica do Hospital das Clinicas da UNICAMP
de forma quantitativa através de ensaio Imunoenzimético automatizado (Elisa por
automacdo), que utiliza microparticulas recobertas com anticorpo monoclonal anti-Igk
através dos sistema “Cobas Core Automated immunoassay System™. S@o necessarios 150
ul de soro, 6 calibradores € 3 controles positivos (com valores alto, médio e baixo) para a
realizacdo de experimento. Apos o contato do soro do paciente com o anticorpo ant-igE
ocorre uma reacdo do tipo antigeno-anticorpo entre as imunoglobulinas E no soro ¢ o
anticorpo ant-igE aderido as microparticulas. O substrato (4-methylumbelliferyl phosphate)
¢ entio adicionado resultando na formacio de um produto fluorescente que ¢ detectado pela

leitora Optica do aparetho. A sensibilodade do método € 0,048 Ul/ml.
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3.7- ANALISE ESTATISTICA

Devido a liberagdo de O ter sido acompanhada em cada individuo nos seis
tempos diferentes, utilizamos a analise de varidncia (ANOV A) com medidas repetidas para
comparar asmaticos e individuos saudaveis (MILKEN & JOHNSON, 1984;
MONTGOMERY, 1991).

Para verificar as diferencas entre os grupos I, II e controle foi utilizado o teste
de comparagdo multipla de médias de Tukey (MILKEN & JOHNSON, 1984).

O teste de Wilcoxon para amostras relacionadas (CONOVER, 1971) foi
utilizado para comparar a liberaciio de Oy, assim como os valores de VEF; do mesmo

paciente antes e apds corticoterapia.

Os testes estatisticos foram realizados separadamente para cada tipo de célula e

reacdo (granulocitos liberagdo espontdnea ¢ estimulada ¢ mononucleares liberacdo

espontinea ¢ estimulada).

Foi considerado o intervalo de confianca de 95%, nivel de significAncia de

5%.0u seja p<0,05, em todos os testes.

3.8- ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi submetido 4 avaliagio da Comissao de Ftica do Hospital

das Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP com parecer favoravel.

Foi obtido consentimento pés-informacgio verbal e por escrito de todos os

responsaveis pelos pacientes.
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4.1- CARACTERIZACAO DO GRUPO DE PACIENTES

Dos 32 pacientes, 20 (63%) apresentaram antecedente familiar positivo para
atopia, 27 (84%) teste cutdneo positivo para ao menos 2 dos alérgenos testados. Os niveis
de IgE sérica estiveram aumentados em todos os pacientes onde a dosagem foi realizada

(n=24) com média de 1674 UI/ml (normal < 120 Ul/ml).

No momento da inclusdo no estudo 14 pacientes vinham fazendo uso de
corticosterdide por aerogacdo: 10 do grupo I (8 em dose alta, 2 em dose média) ¢ 4 do
grupo II (5 em dose média , 5 em dose alta). Apesar da corticoterapia, todos os pacientes

estavam com a doenca em fase de exacerbacfo (tabela 1).

Tabela 1- Caracteristicas demograficas das criancas e adolescentes asmaticos

+ VEF; género *dade antecedentes teste *igE corticoterapia
M/F  anos  familiares+ 28T yym prévia
Grupo 1 TO£5,33 10/9 11,742.44 13 19 (19) 1693+ 10
(19} 1276(19)
Grupoll  44,639,35 8/5 11,5+2,85 9 11 (12) 1927+ 4
(13) 1381(8)

(n) nimero de pacientes avaliados, VEF, (volume expiratério final no 1° segundo),

» média+ sd (desvio padriic), M (masculino), F (feminino)

4.2- AVALIACAQ DO VEF,;

A avaliaco inicial do VEF, foi utilizada para a classificacfio dos pacientes em
grupos: grupo 1,19 pacientes apresentando VEF; entre 60 ¢ 80% (média 70+ 5,33) e grupo
11, 13 pacientes com VEF; < 60% (média 44,62 % 9,35).

Apbs os pacientes serem submetidos & corticoterapia por via oral e/ou por
aerogacdo os valores de VEF, dos asmédticos apresentaram aumento significativo com
médias de 84,53 £ 11,65 para o grupo I e 72 = 25,1 para o grupo II (p<0,005, teste de

Wilcoxon para amostras relacionadas)
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Avaliamos também a variagio do VEF, dos pacientes submetidos a
corticoterapia segundo a via de administragio do corticosterdide: 19 pacientes analisados
ap6s terapia por via oral apresentavam VEF, inicial médio de 57,31% 17,24 chegando a
74,46 + 24,71 ap6s tratamento; 13 pacientes com VEF; de 63,09 * 11,63 chegaram a
82,41 + 11,07 apds corticoterapia por acrogagdo (tabela 2, figura 1)

Os aumentos foram significativos para ambos os grupos (p<0.05, teste de

Wilcoxon para amostras relacionadas).

Tabela 2- Avaliagdo do VEF; das criancas e adolescentes com asma antes e apos

corticoterapia por via oral e/ou aerogacédo

Grupe 1 Grupo I Grupo oral Grupe aerogaciio
{19) (13 (19} a3
VEF, pré tto 70 £5,33 44,62 £9,35 57311724 63,09 +11,63
VEF; pés tto 84,53 £11,65 724251 74,46 £ 24,71 82,41 +£11,07

valores expressos em média * desvio padrio, (n} nimero de pacientes avaliados, VEF, {volume expiratério

final no 1° segundo), tto (tratamento)

Resultados

49



VIEF; %

grupeo [ grupo Il oral aei‘ogagﬁe

Figura 1- Comparagio do VEF; médio (% do predito) de criangas e adolescentes com asma
antes € apos corticoterapia por via oral e/ou aerogagio de acordo com o grupo ¢
a via de administragio do esterdide. VEF;(volume expiratorio final no
1° segundo), tto (tratamento) *p<0,05 ( teste de Wilcoxon para amostras

relacionadas)

4.3- DETERMINACAO DA LIBERACAO DE ANION SUPEROXIDO

A atividade do sistema NADPH-oxidase foi detectada durante 60 minutes com
dosagens de O) aos 0, 5, 15 25, 45 ¢ 60 minutos do inicio da reacfo. Foi considerado

tempo 0 (10) o momento do contato da célula com o citocromo ¢.

Os valores cumulativos de Op liberado por leucdcitos de asmaticos foram
crescentes no decorrer da reagfo, o pico ocorreu no 145 para a liberag8o por granulécitos de
forma espontnea, € por mondcitos espontaneamente ou sob estimulo com PMA, e no t25

para granul6citos estimulados com PMA.

Para o grupo de comparacdo, os valores de O, atingiram o pico no t45 exceto

para a liberagiio por granulécitos sob estimulo com PMA onde o valor no 160 foi maior que

no 145,
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4.3.1- Liberacio de superdxido por asmaticos ¢ individuos sadios

A analise de varidncia com medidas repetidas (ANOVA) foi utilizada para a
comparacio da liberagio de O, entre asméticos (como um grupo dnico) e individuos

sadios.

A liberacfio espontinea de O, por granulocitos de sangue periférico de
asmaticos antes da corticoterapia foi significativamente maior do que a liberacdo de Oy por
granulocitos do grupo de comparacio nos tempos 5, 15, 25, 45 ¢ 60 min (p=0,0288)
(figura 2). Sob estimulo com PMA, granuldcitos de individuos sadios liberaram quantidade

significativamente maior de O, que granuléeitos de asméticos no t 60 ( p=0,0031).

A liberagfo de O, por células mononucleares de forma espontdnea foi similar
para os dois grupos. Sob estimulo com PMA células de asméticos liberaram quantidade

maior de O2 que as células mononucleares dos individuos sadios no t 0 (p=0,0082).

Apbs 0s pacientes serem submetidos a corticoterapia, por via oral ou por
aerogacfo, a liberacdo espontinea de Oy por granulécitos e por células mononucleares de
asmaticos nfo mostrou diferenca significativa em relagfo 4 liberagio de O, por céhulas do
grupo de comparacgdo (figura 2). A liberacio de O, por células mononucleares sob estimulo
com PMA manteve-se maior nos asmaticos sendo observada nos tempos 0 e 5 (p=0,0027).
A liberagdio de O por granulécitos estimulados com PMA foi maior no grupo de
comparacio nos tempos 45 e 60 (p=0,0011).
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Figura 2- Liberacfo espontinea de O por granulocitos de criangas ¢ adolescentes com
asma antes da terapia X individuos sadios ¢ asmaéticos apés corticoterapia por

via oral e/ou aerogagio X individuos sadios. Tto (tratamento)

* n < 0,05 asmédticos antes da terapia X individuos sadios (ANOVA)

4.3.2- Liberacio de superéxido por asmaticos classificados de acordo com o VEF,

e individuos sadios

Ao agruparmos o8 asmaticos de acordo com o VEF, os resultados dos testes de
comparagdo multipla de Tukey mostraram que: a2 liberagfo espontinea de Oz por
granul6citos de asmaticos do grupo I (VEF1260%) foi maior do que a liberagio de Oy por
células de individuos sadios nos tempos 25, 45 e 60 (figura 3). Apds os pacientes serem
submetidos & corticoterapia, por via oral ou por aerogagfo, granuldcitos de asmaticos do
grupo II e de individuos sadios liberaram quantidades semelhantes de O, (figura 4). Néo
houve diferenca entre a liberagio espontinea de Oy por granul6citos de asmaticos do grupo

1(60%< VEF,<80%) ¢ individuos sadios.
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Sob estimulo com PMA, granuldcitos do grupo de comparacio liberaram mais
07 que granulécitos dos pacientes do grupo 1 no t60. Esta diferenca foi observada antes ¢

ap6s os pacientes serem submetidos & corticoterapia.

As células mononucleares dos asmaticos do grupo II liberaram quantidade
significantemente maior de O, espontaneamente, do que mononucleares do grupo controle
no t 25. Apds os pacientes serem submetidos & corticoterapia a liberacdo de O, por células
mononucleares foi semelhante para asmaticos e individuos sadios. N&o houve diferenca
para a liberagfio espontinea de Oy por células mononucleares de asmdticos do grupo I e

individuos sadios.

Sob estimulo com PMA, células mononucleares de asmaticos liberaram
quantidades semelhantes de Oz que células mononucleares do grupo de comparagdo. Apés
os asmaticos serem submetidos a corticoterapia, células de pacientes do grupo I liberaram
mais O, do que as células dos individuos sauddveis no t 0. Asmaticos do grupo II liberaram

quantidade semelhante de O, que individuos sadios.
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Figura 3- Liberagdo espontdnea de Oy por granuldcitos de criangas e adolescentes com
asma antes da corticoterapia dos grupos I (60%< VEF;<80%) X individuos
sadios e grupo II (VEF, < 60%) X individuos sadios.*p<0,05 (teste de Tukey)

asmaticos do grupo II X individuos sadios.
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Figurs 4- Liberacdo espontinea de Oy por granuldcitos de criancas ¢ adolescentes com
asma apoOs corticoterapia por via oral e/ou por aerogacio dos grupos 1
{60%< VEF;<80%) X individuos sadios e grupo IT (VEF,; < 60%) X individuos
sadios. p<0,05 (teste de Tukey)

Resultados

54



4.3.3- Liberacio de superéxide por asmaticos classificados segundo o VEF; antes

e apos corticoterapia

O teste de Wilcoxon para amostras relacionadas foi utilizado para a analise da

liberacdo de Oy por asmdticos antes e ap0s corticoterapia segundo o VEF;.

Comparando-se a liberagio de O, pelo mesmo individuo asmético antes e apds
corticoterapia por via oral e/ou por aerogaciio observamos queda significativa na liberagiio
espontdnea de O»" por granuldcitos de pacientes do grupo I (60%< VEF;<80%),no0s tempos
15 (p=0,035), 25 (p=0,004), 45 (p=0,003) e 60 (p=0,001) (figura 5).

Para os pacientes do grupo II(VEF; < 60%), apds serem submetidos 4
corticoterapia por via oral e/ou por aerogacio, houve queda na liberacfio espontinea de Oy

por granulécitos mas sem relevancia estatistica (figura 6).

Néo houve diferenca na liberacfio de O, por células mononucleares de

asmaticos do grupol e do grupo II avaliados antes e apGs corticoterapia.
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Figura 5- Liberagio espontdnea de O, por granuldcitos de criangas ¢ adolescentes
com asma do grupo I (60%<VEF,;<80%) antes da corticoterapia (por via oral

efou por aerogacio) X apds corticoterapia. Tto (fratamento) *p<0,05 (teste de

Wilcoxon).
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Figura 6- Liberagdo espontinea de 0o por granulbeitos de criancas ¢ adolescentes com
gsma do grupo IT (VEF<60%) antes da corticoterapia (por via oral e/ou por

serogaciic) X apos corticoterapia. Tto (tratamento) p<0,05 {teste de Wilcoxon).
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4.3.4- Liberacdo de super6xido por asméticos antes e apés corticoterapia de acordo

com 2 via de administracio do esterdide

O teste de Wilcoxon para amostras relacionadas foi utilizada para a avaliagfio
da liberagio de O por asméticos que foram aqui analisados segundo a via de

administraciio do corticosterdide, oral (n=19 ) ou por aerogagdo (=13 ).

Para os pacientes analisados ap6s o tratamento com esterdide por aerogacdo
observamos reducio significativa na liberag@o espontinea de O, por granulocitos no T 60
(p=0.023). Nao foram observadas diferengas significativas para a liberago de O

estimulada com PMA e para a liberag3o de O, por células mononucleares,

A avaliaciio da liberagiio de Op por células de pacientes submetidos a
corticoterapia por via oral mostrou que, apds o uso de prednisona, houve queda
significativa na liberagio de O, de forma espontinea por granulécitos nos tempos 23

(p=0,005), 45 (p=0,044) ¢ 60 (p=0,017) (figura 7).

Niao houve alteracfio significativa na liberagio de forma estimulada ou para

céhilas mononucleares.
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Figura 7- Comparagfo da liberagio espontinea de Oy por granuldcitos de criangas ¢
adolescentes com asma antes X apds corticoterapia por via oral; antes X ap6s

corticoterapia por aerogagfo. Tto (fratamento) p<0,05 {*} oral & {+) aerogagao.
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Nosso estudo demonstrou que granulocitos de sangue periférico de pacientes
asmaticos com a doenga em fase de exacerbacfo apresentam uma liberacfio espontanea de
O, significativamente maior que c¢lulas de individuos saudaveis. Esta diferenca foi

relevante naqueles individuos com maior grau de obstruco de vias aéreas { grupo II)

A liberag@io aumentada de radicais livres de oxigénio por células participantes

do processo inflamatdrio da asma tem sido demonstrada em vérios estudos.

A liberagdo de O, por eosinofilos estimulados com PMA € superior a
quantidade liberada por neutrofilos do mesmo paciente (SEDGWICK et al. 1990).
SHAUER et al (1991) através da pré-incubacfio de eosinéfilos com PAF ou GM-CSF nio
observaram aumento na liberagio de O, pelas células de asmaticos, sugerindo uma

ativacdo in vivo destas células na asma.

Monocitos de individuos asmadticos, quando aderidos ao vidro, geram maior
quantidade de O; do que células em suspensio (VACHIER et al. 1992). Na asma,
marginagdo e aderéncia dos momnocitos as células endoteliais e parede broncoalveolar
parecem estar associadas ao aumento de espécies reativas de oxigénio. Embora asmaticos
com a doenga sob controle liberem quantidades aumentadas de O,, avaliados durante a fase
de exacerbagfio da asma estes pacientes apresentam uma liberacdo ainda maior deste

metabélito (SEDWICK et al., 1990; JOBIS et al., 1997; VARGAS et al. 1998).

No asmético, o grau de obstrucfo de vias aéreas e a reatividade bronquica a
histamina se correlacionam fortemente com a liberacio de O; e outros RIOs tanto por
células do sangue periférico quanto por células de mucosa brinquica, indicando a
participacdo destes metabolitos nestes fendmenos (JARFOUR et al., 1992; ANTCZACK
etal, 1997, e KATO et al,, 1991; KANAZAWA etal, 1991).

Nossos resultados confirmam estudos prévios que demonstram wma maior
liberacio de RIOs por céiulas de pacientes asmaticos, principalmente naqueles com VEF,;
abaixo de 60%.
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A comparacdo da liberagiio espontinea de O; por granuldcitos do mesmo
individuo asmatico, antes e apds 0 uso de corticéide, demonstrou o efeito modulador dos
esterdides, ou seja, houve reducio na liberacdio de O, apos corticoterapia por via oral ou
por aerogaco, em asmaticos do grupo I (60 < VEF, <80) e do grupo I (VEF; <60%). Esta
diferenca entretanto soO teve significAncia estatistica para os individuos do grupo I,

sugerindo persisténcia da mflamac@o por exposicéo aos aeroalérgenos.

Nos asmaticos mais graves (VEF; £60%), apesar do aumento significativo no
VEF,; apds o uso de corticosterodidespor via oral e/ou por aerogagdo, apenas 40% dos
pacientes alcancaram niveis normais de VEF; (= 85%) sugerindo trés possibilidades:
persisténcia da inflamacdio por exposicdo continua aos aeroalérgenos, bronquiolite
obliterante ou remodelamento da mucosa bronquica da asma. O uso prolongado do
corticosteréide por aeroga¢do Jleva as melhoras clinica e funcional dos pacientes, no

entanto, a porcentagem de asmaticos que atinge valores normais de VEF, varia de 28 a
40% (BISGAARD, 1997).

O conceito de remodelagdo considera que a obstrugdo irreversivel de vias
aéreas seja secunddaria a fibrose subepitelial, hiperplasia de miofibroblastos, hipertrofia de
misculo liso de via aérea, hiperplasia de células mucosas e glandulas e ruptura do epitéhio

resultando em espessamento de parede bronquica (BUSSE, 1998; REDINGTON, 2000;
JEFFERY, 2001;: HOLGATE, 2000; MARTIN, 2000).

A habilidade dos corticosterdides em reverter o remodelamento de vias aéreas
poderia estar relacionado com a precocidade na introduciio da terapia, dose do

medicamento e gravidade da asma (BARNES et al.,, 2000; BOUSQUET et al, 1999;
JEFFERY et al.,1992; WARD et al., 2002).

A administragio do esterdide por via oral ou por aerogarcio resulton em
reducdo da liberagdo de O, por granuléceitos, indicando a eficiéncia de ambas as vias.
Confirmando adesdo ao tratamento e o papel antiinflamatdrio da corticoterapia instituida.
Comparando-se individuos sadios com os asmaticos apds tratamento ndio se observou

diferenca em relago a liberagfo deste metabdlito por granuldcitos.
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O uso diario e prolongado de glicocorticéides por via oral inibe a liberacio de
O, por granulocitos de pacientes com patologias inflamatérias variadas, incluindo asma.
(FUKUSHIMA et al., 1990). A pulsoterapia com metilprednisolona diminui a liberago de
O, por granulocitos de pacientes com vasculite ANCA positivos (MACCONTI et al., 1993).
A administracfio de hidrocortisona por via endovenosa inibe a liberacdo de radicais livres

por células mononucieares de individuos sadios (DANDONA ¢t al., 1998).

No entanto nos pacientes com asma de dificil controle nfio obtivemos reducio
de liberagdo de Oy significativa mesmo utilizando-se de 2mg/Kg por dia de prednisona por
via oral ou corticosterdides por aerogaciio em doses elevadas sugerindo persisténcia da
inflamagio. Em asmadticos cortico-dependentes, o uso didrio e prolongado de
corticosteréide ndo modula a liberacio de marcadores da inflamacio como LTB4 e
tromboxane (WENZEL et al., 1997) . O uso de beclometasona por aerogagdo ndo € capaz

de alterar os marcadores de inflamacéo eosinofilica (FAHY et al., 1998).

Um dos mecanismos para explicar esta modulagio antiinflamatéria dos
corticoides refere-se a estudos in vitro com dexametasona demonstrando sua capacidade
em inibir a expressdo dos genes codificadores das subunidades protéicas do sistema
NADPH-oxidase p47-phox (CONDINO et al., 1998) e p22-phox (MARUMO et al.,1998).
O uso de hidorcortisona por via endovenosa levou & queda nos niveis de p-47phox em
células mononucleares (DANDONA et al.,, 2001).

Nao hd consensc na literatura sobre a capacidade dos esteréides administrados
por aerogagdo em inibir a liberagdo de O por leucécitos. Na realidade hi estudo com
individuo sadio demonstrando redugio na liberagio de Op por células do lavado
broncoalveolar apos uso de flunisolida por trés semanas (DWEIK et al.,1997), e auséncia
de qualquer modificacdo em individuo com fibrose cistica apds administracic de
fluticasona (DAULETBAEV et al, 1999). A budesonida por aerogagio nfio inibiu a
iiberacdio de radicais livres por células do lavado broncoalveolar de ciles submetidos &

broncoprovocagio com inalacfo de alérgeno (STEVENS et al. 1995).
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Em pacientes com asma, até o momento, ha apenas o trabalho de MAJORY
et al. (1998) que, apds administrar beclometasona em altas doses durante 6 méses mediu a
liberagdio de O2 por mondcitos e observou redugio da liberagiio de O, em relacfio aos
asmaticos nio tratados com este medicamento. Altas doses de corticosteroide administrados
por aerogacdo estdo associadas a um aumento na biodisponibilidade sistémica da droga
além de modular mecanismos hematopoiéticos na medula ossea e controlar o recrutamento
de células para vias aéreas especialmente eosinéfilos (BISGAARD, 1997; BARNES, 1998;
DENBURG et al., 2000).

Nossos resultados concordam com a literatura existente reiterando a acgio
inibitéria dos glicocorticoides sobre a liberacdo de O, por células participantes do processo
mflamatorio. Na asma, o efeito anti-inflamatério dos glicocorticdides pode ser, ao menos
em parte explicado por sua aco sobre a liberaciio de O, e outros radicais livres de

oxigénio.

Uma analise apds o uso do corticosterdide por tempo mais prolongado e/ou
doses mais elevadas seria necessaria para avaliar a acfo deste firmaco sobre a liberacio O;

pelos pacientes mais graves.

A determinacio de ;" como marcador de inflamagio e sua utilidade na
avaliagdo da eficacia do tratamento pode ser sugerida. Especialmente para discriminar

pacientes responsivos € 0s ndo responsivos ao corticosterdide.
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1- Nas criangas e adolescentes asmaticos com maior grau de obstrucio de vias
aéreas (VEF<60%) houve maior liberagiio de O; por granulocitos de

sangue periférico comparada a liberagdo por células de individuos sadios.

2- O tratamento com corticosterdides levou a inibi¢do significativa da liberacdo

de Oy por granulécitos de pacientes com menor grau de obstrucdo de vias
aéreas (60%<VEF<80% ).

3- Glicocorticéides administrados tanto por via oral quanto por aerogago

foram capazes de reduzir a liberagio de O;" por granulécitos do sangue

periférico de asmaticos.

4- O papel dos corticosterdides no restabelecimento e manutencio do estado

estdvel da asma ¢ dependente da gravidade da doenca.
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Anexo 1- caracteristicas do grupo de asmaticos

paciente | idade | género | grupo | medicago | dose tempo | VEF, pré | VEF, pés
AJC 17 M I BUD 1200 ug|3m 168 78
CGS 9 M 1 BUD 1200 pgiZm |70 98
DLC 11 F I prednisona |2 mg/kg|{7d |67 73
DCO 12 F I TRI 800 pg|2m 174 88
JCO 12 F I FLT 750 pgi2m |67 88
JDFS 13 F I FLN 1200 ug 3m |67 88
MIPS (12 M 1 BCL 1500 pg[3m |63 71
ICF 11 F I FLT 1000 pug|3m 64 70
DMB [15 M 1 predmisona |2 mg/kg | 7d |72 75
AAM |10 M I BCL 750 pgi2m |79- 99
LMF 12 F 1 BCL 1000 ug|2m {61 80
AMS 15 M I prednisona {2 mg/kg |7d |67 87
EAC 9 M I prednisona |2 mg/kg |7d |74 100
AP 12 M 1 prednisona |2 mg/kg!7d |67 100
JOC 10 F I prednisona | 2 mg/kg 17 d 61 85
RAT 14 F 1 prednisona |2 mg/kg |7d 166 105
RCS 12 M I prednisona |2 mg/kg |7d 179 81
ACP 12 M I prednisona |2 mg/kg:7d |76 92
CR 18 F 1 prednisona |2 mg/kg |7d |71 91
AR 9 F i prednisona |2 mg/kg 17d |37 47
AAG |8 F I prednisona | 2mg/kg |7d 138 89
ERS 11 F I FLN 1200 pgi6m 147 74
FKV 15 F I prednisona |2 mg/kg!7d {39 50
CDS i4 M 1 BUD 1200 ug|1m (45 78
AIDB |9 M I TRI 800 pg|6m 147 &0
TSA 12 M I BCL 500 pglém 142 78
IMC |13 F I prednisona |2 mg/kg |7d |24 86
AAS 10 M il prednisona | 2 mg/kg |7d |44 88
WANP 113 M 1 prednisona {2 mg/kg |7d |54 98
LCD 6 M 11 prednisona |2 mg/kg |7d 124 41
AMS 115 M 11 prednisona |2 mgkg [ 7d {45 93
EAV 11 M I prednisona | 2 mg/kg |7 d 56 -

BUD: budesonida, FLT: propionato de fluticasona, FLN:flunisolida, BCL:dipropionato de
beclometasona, TRI: acetato de triancinolona; VEF, pré/pos: % do volume expiratério final em
1 segundo antes e ap6s corticoterapia ; tempo: tempo de uso da medicagio até a 22 coleta de
superéxido,m: meses, d:dias.
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Anexo 2- valores cumulativos de superdxido liberado por asmdticos para cada célula ¢

tempo antes da corticoterapia

ucho de Oy para PMIN esp
n média SD minimo maximo

.

L]
"
ke

producio de Oy para Mono esp
t n média SD minimo maximo

P

i
0 25 0,27 0,33 -0.41 0,599 0 26 046 0,69 -0,66 2,48
5 25 0,36 0,48 093 1,01 5 26 0,78 0,66  -0,02 2,54
13 25 0,59 042  -0,10 1,53 13 26 1,22 0,88 -0,21 3,54
25 25 0,88 0,38 -0.3% 3,99 25 26 1,381 .07 044 4,61
45 235 1,03 0,90 -0,50 3,35 45 26 238 L75 0,12 6,56
60 25 1,10 1,02 0,12 4.00 60 26 243 1,79 0,22 6,80

produgio de O, para Mono pma produgio de Oy para PMN pma

t n média SD minimo maximo t n média SD minimo maximo
D 23 136 .88 -0.93 3,14 0 27 420 3,96 -0,59 14,26
5 23 2,75 2,81 0,70 10,00 5 27 7,13 4,28 0,25 13,64
15 23 4,014 329 -032 13,00 5 27 809 364 173 13,41
25 23 4,94 3,69 -0,03 i4.12 25 27 878 2,80 2,60 12,64
45 23 5,86 3,84 020 13,69 45 27 945 3,12 3,45 16,99
60 23 5,87 3.92 0,38 13,93 60 27 9721 2,90 3,10 13,70
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Anexo 3- valores cumulativos de Oy liberados por asméticos para cada célula e tempo apos

corticoterapia
producio de (32 para Mono esp producio de Oy para PMKN esp
t n meédia SD minimo maximo 1 n média SD minimo maximo
0 28 0,37 0,30 -0,10 1,12 0 31 0,435 0,47 040 1,54
5 28 046 0,32 0,09 1,39 5 31 0,65 066 026 2.65
15 28 0,35 0,55 0,10 1,76 is 31 0,95 0,85 0,11 3,10
25 28 0,71 0,71 0,12 1,78 25 31 096 0,80 -0.36 2,79
45 28 0,83 0,83 0,01 1,62 45 31 1,33 .05 0,25 3,73
60 2% 092 0,92 0,27 225 60 31 147 1,16 0,10 4,75
producdo de (3 para Mono pma producio de O, para PMN pma
{ n média SD minime maximo t n média SD minimo maximo
0 29 1,23 098 -0,11 3,52 0 31 3,94 3,59 -0,58 12,83
3 29 3,60 3,27 0,41 13,29 5 31 6,69 3,75 1,21 13,29
15 29 4,35 2,93 0,61 10,39 15 31 833 3,39 2,75 13,10
25 26 5,61 3,22 0,92 12,00 25 31 888 2,61 3,95 13,41
45 29 0,06 3,22 0.56 12,29 45 31 926 2,15 3,74 13,13
60 29 6,76 3,11 1,61 12,32 60 31 9725 2,05 4,79 12,36
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Anexo 4- valores cumulativos de O, liberados por asmaticos para cada célula e tempo,por

grupo, antes da corticoterapia

produgio de Oy para Mono esp produglo de O para PMN esp

grupo [ grupo |

t n média SD minimo maximo { n média SD minimo maximo

0 17 0,22 026 0,41 6,78 [t 17 0,33 0,71  -0,66 2,48

3 17 0,30 043 0,93 0,93 5 17 0,78 0,71 -0,02 2,54

15 17 0,52 06,28 0,10 0,99 15 17 1,i6 0,93 0,36 31,94

25 17 0,63 0,42 -0,39 1,34 25 17 1,56 1,02 0,44 4,61

45 17 0,95 0,58 0,19 1,91 45 17 2,30 1,71 0.69 6,56

a0 17 0,98 0,72 0,12 2.24 60 17 2,20 1,68 0,32 6,40

grupo 1 grupo I

t n média SD minimc maximo t n média SD minimo maximo

] iz 0,36 0,43 -04t 1,10 0 13 0,58 061 0,47 1,23

5 13 0,50 0,49 -042 L 5 13 9,71 0,54 0,14 1,63

15 13 0,66 0,50 -0,05 1,53 15 13 1,33 0,76 -0,21 2.70

25 13 1,17 .07 0,00 3,69 25 13 2,19 096 0,69 4,08

45 13 L6  L11  -0,05 3,35 45 13 270 179 0,12 6,00

60 13 128 120 0,03 4,00 60 13 3,08 197 -0,22 6,80

produgio de Uy para Mono pma produgio de O: para PMIN pma

grupo i grupo |

{ n média SD minimo maximo t n média SD minimo méaximo

0 14 161 230 -0,93 8,14 0 18 401 387 -0,59 14.26

5 i4 3,13 326 0,70 10,00 3 18 6,54 4,40 0,25 13,75

i35 14 447 3,77 0,32 13,00 15 18 792 3,74 1,73 13,41

25 14 535 412 0053 14,12 25 18 8,67 3,15 2,60 12,76

45 14 0,24 424 0,20 13,96 45 18 947 3,56 3,54 16,99

60 14 6463 4,02 0,38 13,83 60 18 9,17 3,18 3,10 13,70

grupo 1 gruno I

i n media SD minimo maximo t n média SD minimo maximo

0 i3 0,99 0,87 (3,13 2,59 ] 13 4,39 3,97 3,26 12,44

5 13 2,36 {88 (0,18 5,26 3 13 8.8 425 1,74 13,38

15 13 428 2,53 1,10 10.25 15 13 825 3,49 3,30 12,45

25 13 534 363 L0 12,33 25 13 995 2,57 507 13,15

45 13 643 3,64 1,82 12,05 45 13 10,17 2,16 5,61 12,83

60 13 6,12 3.98 8,77 12,70 50 13 9,82 221 5,99 12,45
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Anexo 5- valores de O, liberados por asméticos para cada célula e tempo,por grupos, apos

corticoterapia.

produgic de O para Mono esp producio de O, para PMN esp
grupo 1 grupo 1
t n média SD minimo maximo S n média SD minimo méximo
¢ 19 0,38 0,30 0,04 1,12 0 20 0,36 0,38  -0.,40 1,27
5 19 046 033 0,00 1,39 520 0,50 044 -026 1,81
15 19 0,55 0,3¢ 0,10 1,70 I 26 0,71 0,67 0,11 2,36
25 19 0,72 0,45 -0,39 1,78 25 206 0.8 0,73 0,10 2,52
45 19 0,84 0,46 0,i2 1,62 45 20 1,20 0,95 0,25 3,73
60 19 0,93 0,50 0,01 2,25 60 20 1,33 1,80 0,10 3,90
grupo grupo lI
1 n média SD minimo maximo t n média SD minimo maximo
0 9 0,35 0,31 -0,10 (0,81 0 11 0,61 0,59 -0,05 1,54
5 g (45 0,32 0,09 0,93 5 i 0,92 0,89 0,15 2,65
15 9 9,55 0,27 0,20 (3,95 i5 i1 1,39 0,98 0,01 3,10
25 9 0,68 0,39 0,14 1,19 25 1L 1,13 094 0,36 2,79
45 9 0,80 0,42 0,16 1,28 45 11 1,62 122 0,10 3,69
60 9 03,91 0,41 0,29 1,59 80 11 L0 142 0,29 4,75
produgio de Oy para Mono pma producic de O para PMIN pma
grupo 1 grupo I
t n média SD minimo maximo 1 n média SD minimo maximo
0 20 1,42 1,09 -@4,11 3,52 it 20 4,40 3,52 0,15 12,83
) 20 3,65 3,04 0,41 13,10 5 200 7,05 3,76 1,21 13,29
15 20 4,59 3,10 0,61 10,59 15 20 8,66 3,38 2,75 13,10
25 20 5,93 3,32 0,92 12,00 25 20 906 2,73 3,95 13,41
45 20 6,29 3,37 0,56 12,29 45 20 922 2,48 3,74 13,13
60 20 7,18 3,19 1,61 12,32 60 20 924 2,17 4,79 12,36
gnpo I grupo I
t n média SD minime maximo t n média SD minimo maximo
it 9 0,82 0,54 0,05 1,80 ] 11 3,10 3,72 -0,58 10,51
5 3 3,49 3,93 0,88 13,29 5 11 6,03 3,84 2,20 12,78
15 © 3,84 2,59 1,74 9,09 15 11 774 348 3,24 12,55
25 9 4 84 3,02 2,44 9 87 25 11 8,56 2,46 4,37 12,02
45 9 5,57 2,98 2,66 10,40 45 i1 934 1,47 6,82 11,04
o 9 5,82 2,89 2,38 10,27 60 11 827 1,81 5,88 11,69
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Anexo 6- valores cumulativos de O, liberados por asmaticos para cada célula e tempo,

antes da corticoterapia, de acordo com a via de administracio do esterdide.

srodugo de O para Mono esp oroducio de Uy pars PMIN esp
aerogagio aerogacio
1 n média SD minimo maximo t n média SD minimo maximo
0 0 029 0,33 -£,41 4,78 0 10 0,26 0,50 -0,66 1,06
5 10 038 0,56 -{,93 1,01 5 0 0,80 0,62 026 2,42
15 10 0,70 0,48 3,10 1,42 1s 1 1,29 1.03 0,50 3,94
25 10 0,97 (3,83 -{},39 2,37 25 10 1,9 1,34 0,44 4,61
45 Wy 1,36 1,16 -(,19 3,35 43 W0 2,77 2,11 4,32 6,56
60 10 1,52 1,42 0,12 4.00 60 10 2,45 1,99 -0,22 5,40
oral oral
1 n média SD minimc maximo t n média SD minimo maximo
0 15 0,25 0,35 041 0,99 G 16 0,39 0,78 -0,66 2,48
5 15 034 0,44 042 0,93 5 16 0,77 0,71 -0,02 2,54
i3 15 0,31 0,37 0,05 1,53 15 16 1,18 0,80 -0,21 2,70
2% 15 0,82 0,94 0,00 3,99 25 18 1,75 0,90 0,69 4,08
45 15 0,80 0,62 0,50 1,91 45 16 2,14 1,51 L 6,00
60 15 0,81 0,54 0,03 2,10 60 16 2,43 1,73 (L,40 6,80
produgdo de Oy para Mono pma produgio de O para PMN pma
aerogacdo asrogacio
t n média S minimo maximo t n média SD minimo maximo
0 9 1,20 1,51 -0,93 3,80 0 16 4,13 4,69 0,59 14,26
5 g 3,08 3,38 0,70 10,00 5 10 8,14 4,74 1,77 13,38
15 9 4,67 4,01 0,11 13,00 15 16 99 3,28 4,96 13,23
25 9 544 441 04,76 14,12 25 10 10,54 2,03 6,60 12,57
45 9 8,16 435 1,48 13,96 435 10 11,74 252 6,77 16,99
60 9 6,79 4,34 2,29 13,83 60 10 11,34 1,85 6,83 13,7¢
oral oral
i n média SD minimo maximo t n média SD minimo maximo
0 14 1,47 2,14 0,60 3,14 0 17 4,25 3,61 -,03 12,44
5 14 2,53 2,49 0,60 3,09 ) 17 6,53 4,02 0,25 13.64
15 14 3.8C 2.85 0,32 7.94 s 17 7,01 3,50 1,73 13.41
25 14 4,63 329 0,03 3,41 25 17 175 2,87 2,60 12,64
45 14 567 3,64 0,20 11,97 45 17 8,10 2,65 3.54 12,52
60 14 5728 3,68 0,38 12,08 80 17 755 2,76 3,10 12,45
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Anexo 7- valores cumulativos de O, liberados por asmaticos para cada célula e tempo,

ap6s corticoterapia, de acordo com a via de administragdo do esterdide.

38

producdo de Oz para Mono esp producio de Uy para PMN esp
aerogagio ACTOERLA0
¢ n média SD minimo maximo t n média SD minimo maximo
g 13 0,39 037 -0,04 i.12 g 4 0,57 043 0,13 1,27
3 i3 0,44 039 0,09 1,39 5 14 0,75 0,58 0,15 1,81
15 13 0,57 046 0,10 1,70 15 4 1,06 0,75 0,11 2,36
25 13 0,72 0,52 0,12 1,78 25 14 1,25 0,75 0,10 2,52
45 13 0,87 0,51 0,01 1,62 45 14 1,69 4,95 0,01 3,73
60 13 0,99 0,58 0,27 2,25 60 14 1,73 1,04 0,10 3,90
oral oral
t n média SD minimo maximo t n média SD minimo maximo
0 15 0,35 0,25 -0,10 (3,81 0 17 9,34 049  -0,40 1,54
3 15 047 6,27 0,09 0,93 5 17 0,57 6,72 0,26 2,65
13 15 0,33 6,23 020 0,95 13 17 0,86 093  -0,01 3,10
25 15 4,70 0,34 0,14 1,25 25 17 0,71 0,78 0,36 2,79
45 15 0,79 0,39 0,16 1,34 43 17 107 L0700 0,25 3,69
60 15 0,86 0,34 040 1,59 60 17 126 1,24 0,29 4,75
producgdo de O para Mono pra producio de Oy para PMN pma
3Erogacio aerogacio
t  n média SD minimo mAaximo t n média SD minimo maximo
0 13 1,02 0,86 0,11 3,27 0 14 502 423 015 12,83
5 13 4,00 441 0,41 13,29 3 14 7,69 4,57 1,21 13,29
15 13 31 273 0,61 8,68 15 14 974 368 322 13,10
25 13 5,73 3,64 0,92 12,00 25 4 991 2,67 4,18 1341
45 13 6,18 391 0,56 12,29 45 14 1024 1,75 6,80 13,13
60 13 753 3,69 1,61 12,32 60 14 1040 1,33 787 13,36
oral oral
+  p média SD minimo maximo t n média SD minimo maximo
] 16 1,40 1,05 0,05 3,52 0 17 3,05 2,77 0,58 16,51
5 6 327 2,05 6,88 7,18 5 7 5,87 2,80 2,66 12,78
15 16 4,87 3,06 1,74 16,59 15 17 71,37 270 275 12,52
25 16 5,51 2,95 244 13,73 25 17 8,83 2,29 3985 12,38
45 16 597 2,66 2,66 11,55 45 17 846 2,15 3,74 11,64
&0 16 6,13 2,51 238 11,02 60 17 8,30 2,07 4,79 11,60
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Anexo 8- valores cumulativos de O, liberados por individuos sadios para cada célula ¢

tempo.
produgio de Oz para Mono esp sroducace de O para PMN esp
t n média SD minimo maximo { n média SD minimo mAXimo
¢ 27 0,26 042  -0,27 1,72 0 29 0,22 0,51 0,85 1,38
5 27 036 0,42 -0,15 L77 5 29 0,37 0,64 -0,84 2,20
15 27 045 042 -027 1,66 15 20 067 1,001 027 4,30
25 27 0,352 0,47 0,44 1,79 25 20 072 1,24 -0,63 5,88
45 27 0,73 0,53  -034 2,11 45 29 1,18 1,42 0,24 7,41
60 27 0,83 0,50 0,13 1,74 60 29 1,28 146  -0.29 7.08
produglio de O para Mono pma produgio de Oy para PMN pma
t n média SD minimo méaximo t n média SD minimo méaxime
O 27 0,57 0,69 -0.25 2,68 0 28 2,82 4,00  -0,55 12,20
5 27 1,66 1,53 0,14 5,89 5 28 498 4,76 -0,i2 13,50
15 27 351 2,97 0,22 10,37 i5 28 7,18 4,48 0,79 14,67
25 27 495 3,53 0,60 12,23 25 28 8,94 3,34 2,77 13,63
45 27 6,68 3,39 1,42 12,82 45 28 1066 2,14 4,69 14,24
50 27 7,50 3,42 1,21 12,73 60 28 1099 1,59 7,10 13,26
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Anexo 9- Declaracio de Consentimento Pos-informagéoc

Projeto de pesquisa:

Producéio de radicais livres de oxigénio em pacientes asmaticos sob corticoterapia oral e
inalatoria.

Responsaveis pelo estudo:

Prof* Dr* Maria Marluce dos Santos Vilela

Cristina Frias Sartorelll

Declaro estar ciente que este servigo estd fazendo acompanhamento de criangas
com asma, com idade entre 6 a 18 anos, com coleta de exames laboratoriais para avaliar o
grau de inflamagio pulmonar produzido por radicais livres de oxigénio e a agdo dos
corticosterdides sobre estas  substincias.

Estou ciente de que sera coletada uma amostra de 20ml de sangue de veia

periférica antes e apés o tratamento instituido e de que terei que levar meu filho ao hospital
para exames médicos ¢ laboratoriais.

Fui alertada de que o estudo nfio implicara em nenhum gasto monetério, de que
todas as informacbes sio sigilosas e também  que poderei ser informado sobre os
resultados no momento em que desejar.

Sei ainda que o meu consentimento ndo € obrigatério e que a qualquer
momento esta autorizagdo podera ser suspensa.

Prof® Dr* Maria Marluce dos Santos Vilela responsavel pelo paciente
Cristina Frias Sartorelli

HC

paciente

endereco

responsavel
RG
Data. ./ /e

Em caso de duvida ligar para:comisséo de ética 239-7910
Prof® Dr® Marluce 239-8155
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