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RESUMO

A asma, como outras doengas alérgicas, caracteriza-se por distirbios do sistema
imunologico e alteracdes funcionais de varias linhagens de células inflamatorias, dentre as quais os
fagocitos. Estes contém uma NADPH oxidase associada a membrana, que produz superoxido e
outros reativos intermediarios do oxigénio, responsaveis por atividades microbicida, tumoricida e
inflamatéria, mas que constituem, também, fator de risco para injiria oxidativa dos tecidos, durante
- os processos inflamatorios. Os reativos intermediarios do oxigénio tém varios efeitos ja
documentados na patogénese da asma. O objetivo deste trabalho foi investigar aspectos bioquimicos
do sistema NADPH oxidase e glutationa peroxidase celular dos granulocitos e celulas
mononucleares de criangas e adolescentes asmaticos, segundo a gravidade da doenga. O estudo
incluiu 66 criangas e adolescentes de 6 a 16 anos e 40 individuos sadios. Os pacientes foram
submetidos a investigagdo laboratorial de rotina, testes alérgicos e prova de fungdo pulmonar e
classificados de acordo com os critérios do GINA-NIH, 1997. Amostras de sangue periférico foram
colhidas dos pacientes e individuos sadios para realizagdo dos ensaios sobre atividade NADPH
oxidase (44 pacientes e 28 sadios), conteudo do citocromo bsss (30 pacientes e 8 sadios) e GSH-Px
celular (22 pacientes e 10 sadios). Os resultados foram agrupados em textos e graficos para analise
estatistica. Foram utilizados Analise de Variancia (ANOVA) para comparar a liberacdo de
superéxido entre os grupos, teste nio-paramétrico de Kruskal-Wallis para comparar o conteudo de
citocromo bsss e a GSH-Px celular entre grupos' Observamos maior liberagdo de superoxido por
granulocitos dos pacientes asmaticos com sintomatologia persistente € com maior
comprometimento da fung¢do pulmonar quando comparada a de individuos sadios ou portadores de
asma intermitente (p<0,05). Células mononucleares estimuladas com PMA de pacientes com asma e
VEF,;<60% também liberaram mais superoxido do que células mononucleares de individuos sadios
e asmaticos com obstrugdo leve (VEF;>80%) ou moderada (VEF, entre 60 e 80%) (p<0,05). Nao
encontramos diferenga significativa nas dosagens de citocromo bsss nem na atividade GSH-Px
celular em granulécitos e células mononucleares, entre os diversos grupos de pacientes asmaticos e
os individuos sadios. Estes resultados demonstram que a liberagdo de superoxido por leucocitos do
sangue periférico é um parametro que correlaciona o processo inflamatorio na asma com a
gravidade da doenca, ja que em pacientes mais graves esta foi maior do que naqueles com quadro
clinico mais leve e nos individuos sadios. Estes achados sugerem uma possivel utilizagdo deste

método pouco invasivo como monitorizagdo da inflamagdo e injuria pulmonar.

Resumeo
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracdes Iniciais

Radicais livres sdo definidos como quaisquer atomos ou moléculas com um ou mais
elétrons ndo pareados na sua orbita externa que podem existir independentemente por um
periodo de tempo (HALLIWELL, 1991; HALLIWELL, 1984). Exemplos de radicais livres
sao: anion superoxido (O27), tiol (RS:), triclorometil (CCls) e oxido nitrico (NO-). Os
radicais O~ e NO- sio produzidos continuamente iz vivo, com implicagdes fisiologicas e
patologicas.

Radicais livres sempre reagem com outras moléculas, buscando configuragio
eletronica pareada e, portanto, quimicamente estavel. Eles podem doar elétrons (atividade
redutora) ou captar elétrons (atividade oxidante), ou simplesmente reagir com outros
radicais (HALLIWELL, 1994; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1994; HALLIWELL,
1995; WISEMAN & HALLIWELL, 1996). E esta afinidade dos radicais livres em doar ou
captar elétrons de outras moléculas ou combinar-se com outras moléculas que os faz tio
instaveis (KERR, BENDER, MONTI, 1996).

Os radicais livres sdo subprodutos de muitas reagdes normais do organismo que
incluem a geragdo de energia, catabolismo de lipides e proteinas, e liberagio de
catecolaminas (IKEDA & LONG, 1990) estando implicados também num grande nimero
de patologias decorrentes de fendmenos inflamatorios, isquémicos, radioativos e de
envelhecimento (HALLIWELL, 1994; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1994;

HALLIWELL, 1995; WISEMAN & HALLIWELL, 1996).
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Como conseqiiéncia, ao longo de sua evolugdo, os organismos desenvolveram
mecanismos de defesa antioxidantes ou sistemas reparadores, que previnem o acumulo de
moléculas oxidadas ou reduzidas. Os radicais sdo neutralizados por enzimas ou
antioxidantes naturais que bloqueiam sua formagéo inicial, limitam a formagao de radicais
livres durante rea¢des em cadeia e reparam os danos causados pelos mesmos (DIPLOCK,
1994). Um exemplo é a enzima superoxido dismutase (SOD), que converte O:, seu
substrato especifico, em oxigénio (O) e peroxido de hidrogénio (H20:). Sua descoberta por
McCORD & FRIDOVICH (1969), levou ao raciocinio de que O, € formado in vivo e SOD

existe para removeé-lo.

1.2. Reativos Intermediarios do Oxigénio

O oxigénio molecular ¢ usado primariamente na producdo de energia celular por
meio da sintese de adenosina trifosfato (ATP) pela fosforilagdo oxidativa, com
transferéncia de elétrons de uma molécula para outra (KERR et al., 1996). No seu estado
basal, 0 oxigénio molecular é um birradical, possuindo dois elétrons ndo pareados em
orbitais paralelos (TAUBE. 1965; OGRYZLO, 1978). A redugio completa do O; pela via
univalente resulta na formacgio de agua e O, , peroxido de hidrogénio (H0:) e radical
hidroxila (OH-) como reativos intermediarios (HALLIWELL, 1994):

e e e e
0, » 0, > H;0; > OH- —» H;0

+ +

2H H H"
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O termo reativos intermediarios do oxigénio engloba os radicais livres centrados no
oxigeénio, como o O e radical hidroxila (OH-), além de outras espécies reativas que nio
sao radicais livres, como peroxido de hidrogénio (H,0,), oxigénio “singlet” (* Ag) e acido
hipocloroso (HOCI) (HALLIWELL, 1994).

O aumento abrupto no consumo de oxigénio durante a fagocitose foi descrito
inicialmente por BALDRIDGE & GERARD (1933). Este evento metabdlico é conhecido
como “explosdo respiratoria” (“respiratory burst” em lingua inglesa) e tem o O,  como
produto inicial da redugao de um elétron do O, (BABIOR, KIPNES, CURNUTTE, 1973;
CHANOCK et al,, 1994), sendo a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato hidrogenase
(NADPH) a doadora especifica de elétrons (ROSSI & ZATTI, 1964), de acordo com a
reacao:

NADPH +2 O;—> NADP" + H +2 O,

O complexo enzimatico que catalisa a redugdo do O, para O,~ é denominado sistema
NADPH oxidase. A fonte continua de NADPH para os fagocitos ¢ a via das hexoses
monofosfato (ROSSI & ZATTI, 1964).

O Oy € reduzido para H202. Este fendmeno tem sua velocidade aumentada por um
fator 10° quando catalisado pela SOD (McCORD & FRIDOVICH, 1969), constituindo o
principal mecanismo fisiologico de remogédo do O,

SOD

02_+02_+2H+ — H,0; + 0,

L Introdugio



O H,0; é substrato para a mieloperoxidase gerar produtos oxidativos como o acido

hipocloroso (HOC]) e oxigénio “singlet” (' Ag) (KLEBANOFF, 1970):

Mieloperoxidase + CI H,0»,

H,0, » HOCI » 0(' Ag) - H,0

A reducio de trés eletrons do O; resulta em OH'. Este pode ser gerado a partir do

O; e H,0; na presenga de ions ferro e cobre por meio de uma reagao Fenton conforme

proposto por HABER & WEISS (1934):

ions ferro e cobre

O; +H;O, » O,+O0OH +O0H

A demonstragio in vifro de que os reativos intermediarios do oxigénio sdo gerados
no interior dos fagossomas dos polimorfonucleares, mondcitos € macrofagos (BABIOR,
1978), com propriedades bactericidas (BABIOR, CURNUTTE, KIPNES, 1975), sugere
que os mesmos possam ser liberados para o meio extracelular nos tecidos inflamados. O
OH ¢ o oxidante mais instavel que se conhece. Sendo tdo reativo, provoca reagao em
cadeia, atacando e danificando quase todas as moléculas das células vivas em
microsegundos (DORFMAN & ADAMS, 1975). O H,0, em altas concentracdes danifica o
DNA, rompe membranas e libera calcio. ativando as enzimas proteoliticas intracelulares
calcio dependentes, o que ¢ lesivo para as células (PRYOR, 1978), alem de servir de

substrato para a mieloperoxidase gerar HOCl (KLEBANOFF, 1970), um potente oxidante
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com efeito microbicida. O HOCI por sua vez, ao reagir com compostos nitrogenados, gera
cloraminas, também com reconhecida a¢do microbicida (KLEBANOFF, 1970).

O H,0, pode ser removido de duas maneiras. Numa delas ¢ reduzido pela catalase
(DE DUVE, 1978):

catalase

2 H,0, » O0,+2H0

Na outra, 0 H,0, € utilizado pela glutationa peroxidase para oxidar a glutationa
reduzida (DE DUVE, 1978). A glutationa peroxidase (GSH-Px) é a unica enzima do
organismo que requer selénio (LEVANDER et al ., 1983; LEVANDER, 1984; LEVANDER
& BURK, 1986):

glutationa peroxidase

2 GSH + H,0, +» GSSG+2 H,O

Uma vez que O, e H,0; sdo relativamente atoxicos e que existem mecanismos para
sua remogdo (SOD, catalase, GSH-Px) somente a falha ou sobrecarga destes resultariam no
acumulo de OH® intracelularmente. Assim, o estudo da geragdo de OH nos tecidos vivos
torna-se fundamental para a compreensdo dos mecanismos de lesdo induzidos pelas
espécies reativas do O,.

O consumo de O, em neutréfilos humanos aumenta de 50 a 100 vezes, em menos de
cinco segundos, apos estimulagdo especifica (BABIOR, 1978). Os estimulos fisiologicos
para o desencadeamento da “explosdo respiratoria” sdo microorganismos opsonizados, o

fragmento Cs, do sistema complemento, metionilpeptideos N-formilados bacterianos,
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lipides bioativos como o acido araquiddnico, fator ativador de plaquetas, leucotrieno B4
(KOO, LEFKOWITZ, SNYDERMAN, 1982; KOO, LEFKOWITZ, SNYDERMAN, 1983,
McPHAIL & SNYDERMAN, 1983; McPHAIL, CLAYTON, SNYDERMAN, 1984,
McPHAIL et al., 1985) e interleucina 8 (BAGGIOLINI, WALZ, KUNKEL, 1989). Todos
estes fatores contém receptores especificos na membrana celular e além de desencadearem
a “explosdo respiratéria”, s3o quimiotaticos. Outros estimulos ndo fisiologicos incluem
fluoretos (CURNUTTE, BABIOR, KARNOVSKY, 1979), ésteres de forbol como o 483-
forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) (ROBINSON et al, 1985), o ionoforo de calcio
A23187 (BECKER, SIGMAN, OLIVER, 1979) e particulas de zimosan opsonizado
(BURNHAM et al., 1989). A “explosdo respiratoria” dos fagocitos € instavel e de curta

duragdo, cessando em segundos quando o agonista € removido (SKLAR, 1986).

1.3. O Sistema NADPH Oxidase

Os fagocitos, tais como macrofagos, granulocitos e eosinofilos, contém uma
NADPH oxidase associada a membrana, a qual produz O; e outros reativos intermediarios
do O,, responsaveis por atividades microbicida, tumoricida e inflamatoria (CHANOCK et
al., 1994; HENDERSON & CHAPPEL, 1996). Linfocitos B (VOLKMAN et al, 1984),
fibroblastos (MEIER et al., 1991), plaquetas (SALVEMINI et al., 1989) e c€lulas
endoteliais (MATSUBARA & ZIFF, 1986a;, MATSUBARA & ZIFF, 1986b) também
geram quantidades significativas de Oz sob condi¢des experimentais especificas.

Este sistema € quiescente em células em repouso mas sofre ativacdo quando as

células sao expostas a estimulos apropriados (CHANOCK et al., 1994).
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Defeitos na atividade oxidase ligados a doenga granulomatosa crénica levam a
infecgdes graves, potencialmente letais, que demonstram a importincia priméaria e a
relevancia clinica dos reativos intermediarios do O, como mecanismo microbicida (QUIE,
1993; CURNUTTE, ORKIN, DINAUER, 1994) Entretanto, a geragao de reativos
intermediarios do O; pelos fagécitos € também motivo de dano tissular em condigdes
diversas como infecgdes, injuria isquémica, artrite, doengas inflamatorias cronicas ou
autoimunes (HALLIWELL, 1995, McCORD et al., 1994), e podem também contribuir para
a indu¢do de mutagdes e carcinogénese (WISEMAN & HALIWELL, 1996).

O complexo enzimatico responsavel pela geragdo de O, forma um pequeno sistema
de transporte de elétrons transmembranoso que resulta na oxidacdo do NADPH na
superficie citoplasmatica e na gera¢ao de O, na superficie externa da membrana, a qual se
torna a superficie interna do fagolisossoma, durante a fagocitose (PARKOS et al., 1988;
JESAITIS et al, 1990). O conhecimento dos componentes do sistema NADPH oxidase,
seus genes e suas relagdes estruturais, tem sido alvo de varios estudos (ROYER-POKORA
et al., 1986; VOLPP, NAUSEEF, CLARK, 1988; NUNOI et al, 1988; DINAUER et al.,
1990; LETO et al., 1990).

O doador terminal de elétrons ao O> € um flavocitocromo 4 de baixo potencial
(SEGAL et al, 1978, SEGAL & ABO, 1993) localizado primariamente na membrana
plasmatica (JESAITIS et al., 1990), sendo encontrado nos granulos secundarios e gelatinase
(KJELDSEN et al., 1993) e, em menor escala, nas vesiculas secretoras (CALAFAT et al .
1993). O flavocitocromo & fagocitico € composto por uma glicoproteina de 91 kDa,
denominada gp91-phox (glicoproteina, 91 kDa, “phagocyte oxidase”) e um polipeptideo

nao glicosilado de 22 kDa, denominado p22-phox (PARKOS et al., 1987). Os genes para a
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gp91-phox e p22-phox podem sofrer mutagdes, responsaveis respectivamente pela forma
ligada a0 sexo e uma das formas autossdmicas recessivas da doenga granulomatosa cronica
(CROSS et al., 1996, ROOS et al., 1996). As subunidades do flavocitocromo b fagocitico,
foram os primeiros componentes do sistema NADPH oxidase a ser identificados e clonados
(ROYER-POKORA et al., 1996).

A ativagdo do sistema NADPH oxidase requer a modificagdo quimica e
transloca¢@o de subunidades adicionais do citosol para o complexo oxidase na membrana
celular ( McPHAIL et al, 1985; BABIOR, KUVER, CURNUTTE, 1988; CURNUTTE,
SCOTT, MAYO, 1989). Dois destes polipeptideos com Mr 47 kDa e 67 kDa (p47- phox e
p67- phox) foram identificados e seus genes clonados (LETO et al., 1990; LOMAX et al.,
1989). Defeitos num destes dois componentes citosolicos, respondem pela maioria dos
casos de doenga granulomatosa cronica autossomica recessiva (VOLPP, NAUSEEF,
CLARK, 1988; CROSS et al., 1996; ROOS et al., 1996). Nas etapas iniciais de ativagdo, a
p47- phox sofre fosforilagdo em nove residuos de serina na seqiiéncia C-terminal, em
particular nos residuos 303 ne 304 (EL BENNA, FAUSTE, BARBIOR, 1994). Duas
proteinas G de baixo peso molecular se integram ao sistema NADPH oxidase fagocitico: a
proteina rac2 transloca-se com os componentes citosolicos; a rap [ associa-se ao
componente p22-phox na membrana (QUINN et al., 1989). Estas proteinas contribuem para
a estabilizag¢@o do complexo enzimatico e regulam sua atividade biologica (GABIG et al.,
1995, KNAUS et al., 1995). Um novo componente citosolico foi recentemente identificado
e clonado. Trata-se da proteina p40- phox, a qual associa-se a p67- phox (WIENTIJES et al.,
1993; ZHAN et al., 1996). Seu papel na atividade do sistema NADPH oxidase ainda nao

foi totalmente esclarecido.
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Os estudos sobre a especificidade tissular e expressdo dos genes que codificam as
duas cadeias do flavocitocromo b revelaram que o gene gp9l-phox expressa-se
predominantemente nos fagocitos e o gene p22-phox constitutivamente em varias linhagens
celulares (ROYER-POKORA et al., 1986; PARKOS et al , 1988). Entretanto, os dois genes
sdo induzidos paralelamente por varias citocinas, principalmente pelo interferon-gama
(IFN-y), nos monocitos/macrofagos e granulocitos (NEWBURGER et al, 1988,

NEWBURGER, DAI, WHITNEY, 1991).

1.4. Glutationa Peroxidase Celular

A glutationa peroxidase celular (GSH-Px, EC 1.11.1.9) € uma enzima citosolica
(TAPPEL, 1984) presente na maioria das células eucarioticas. Catalisa a reducdo dos
peroxidos e hidroxiperoxidos provenientes de acidos graxos insaturados, acidos nucléicos e
outras importantes biomoléculas (TAPPEL, 1984; FLOHE, 1985) para seus respectivos
alcoois, utilizando a glutationa reduzida (GSH) como doadora especifica de elétrons
(TAPPEL et al., 1984; MILLS, 1957). Em condig¢des fisiologicas a GSH-Px € mais ativa do
que a catalase (incapaz de reduzir peroxidos organicos), além de ter uma constante de
Michaelis (Km) mais alta para o peroxido de hidrogénio (COHEN, 1963). Existe uma
marcada variag¢ao na atividade da GSH-Px nos diferentes tecidos, sendo que nos eritrocitos
sua atividade € consideravelmente menor do que nos polimorfonucleares e macrofagos
(BEASLEY, THOMPSON, PEARCE, 1991) Portanto, a GSH-Px representa um
importante mecanismo de defesa celular contra a injuria oxidativa. Tal defesa é

particularmente critica para os fagocitos, os quais estdo sujeitos a auto-oxidagdo em fungao
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de sua “explosdo respiratoria (“respiratory burst’), fendmeno que gera grande quantidade
de reativos intermediarios do oxigénio (BAEHNER et al.,1977; BAKER & COHEN, 1984;
BOXER, 1990).

A GSH-Px celular é a melhor caracterizada de uma grande familia de enzimas de
mamiferos, que inclui a forma plasmatica, hidroxiperoxido lipidica, e gastrointestinal
(CHAMBERS et al., 1986, MULLENBACH et al, 1987, ESWORTHY et al, 1991,
TAKAHASHI, NEWBURGER, COHEN, 1986, CHU, DOROSHOW, ESWORTHY,
1993). A GSH-Px celular é uma proteina tetramérica com quatro subunidades idénticas,
cada uma contendo um atomo de selénio na forma de selenocisteina no sitio ativo
(DEAGEN et al., 1993). A GSH-Px plasmatica também € composta por quatro subunidades
contendo selénio, mas € glicosilada e compartilha somente 44% de homologia estrutural em
rela§§0 a forma celular (TAKAHASHI et al, 1990). Esta familia de selenoproteinas
pertence ao unico grupo de polipeptideos de células procarioticas e eucarioticas que
incorporam o raro aminoacido selenocisteina (BURK & HILL, 1993). A primeira clonagem
bem sucedida do gene GSH-Px (GSH-Px murina), ocorreu quase ao acaso, durante o
rastreamento de espécies de cDNA expressos durante a diferenciacdo de células murinas
eritroleucémicas (CHAMBERS et al., 1986). Varios estudos sobre o efeito do selénio na
expressao dos genes GSH-Px in vivo e in vitro foram publicados (SAEDI et al., 1988,
YOSHIMURA et al., 1988; REDDY et al., 1988; BAKER et al,, 1993; HILL, LYONS,
BURK, 1992, CHADA, WHITNEY, NEWBURGER, 1989). Durante a diferenciacdo das
células fagociticas HL-60 e PBL 985, os niveis da selenoenzima aumentaram paralelamente
a atividade transcripcional de seu gene, bem como ao acimulo de seu mRNA estavel

(SHEN et al., 1994). Portanto, a expressdo do gene GSH-Px celular humano ¢ induzida pelo
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processo de diferenciagdo celular e regulado ao nivel transcripcional. Sua tradugdo €

regulada pelo selénio (CHADA et al., 1989).

1.5. Reativos Intermediarios do Oxigénio e Asma

A asma ¢ uma doenga pulmonar caracterizada por obstrugao reversivel, inflamagao
e hiperreatividade das vias aéreas. Tais alteragdes manifestam-se clinicamente por tosse,
sibilancia e dispnéia, sintomas que aparecem associados ou isoladamente (BUSSE &
REED, 1993). A asma evolui como doenga cronica, comum na faixa etaria pediatrica,
sendo que sua prevaléncia pode atingir 10% ou indices mais elevados, dependendo da
populagdo estudada (BUSSE & REED, 1993). No Brasil, dados recentes revelam uma
prevaléncia de asma de 4,7% a 20,7% na faixa etaria de 6 a 7 anos e 4,8% a 21,9% na faixa
de 13 a 14 anos (I CONSENSO BRASILEIRO NO MANEJO DA ASMA, 1998).

Na ultima década, com o desenvolvimento das técnicas de broncoscopia e
imunohistoquimica, grande énfase vem sendo dada ao processo inflamatorio cronico das
vias aéreas. A compreensdao das complexas interagdes das celulas inflamatonias e de seus
mediadores vem ganhando importdncia no estudo da fisiopatologia da asma e tambeém no
avango terapéutico.

Por meio do estudo dos padrdes de secreg@o das citocinas, as subpopulagdes de
linfocitos T CD4+ (células indutoras/auxiliares) foram classificadas em Thl e Th2 (BASS,
MOSMANN, STROBER, 1989). Os clones Thl e Th2 sio estimulados pelo IFN-gama e
IL4 e tém sua resposta inibida pela IL10. Embora algumas citocinas (IL2,IL3, IL6, IL10,

TNF-alfa e GM-CSF) sejam produzidas pelos dois clones, suas propriedades funcionais sao
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diferentes (para revisdo, CROCE et al., 1997).

As células Thl s3o, em geral, definidas pela sua sintese de IL-2, interferon (IFN-y) e
fator de necrose tumoral (TNF-f3) e estdo envolvidas na imunidade celular; enquanto as
celulas Th2 sdo responsaveis pela produgao de IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 e estdo
envolvidas na resposta imune humoral e alergia (BORISH & ROSENWASSER, 1997).

As cé€lulas Th2 estdo especialmente envolvidas na patogénese da asma, devido a
produ¢do de IL5, que atua sobre os eosinofilos e IL-4, que induz a sintese de IgE
(ROBINSON et al., 1992). Em estudo populacional, BURROWS et al. (1989) observaram
que a prevaléncia de asma estd primariamente relacionada ao nivel de IgE sérica, enquanto
a rinite alérgica associa-se com testes cutaneos de hipersenbilidade a aeroalérgenos
comuns, independentemente do nivel sérico de IgE.

A semelhanga de outras doencas alérgicas, a asma e caracterizada por disturbios do
sistema 1munologico, tais como incremento na produgdo de IgE (MORRISON &
HIGENBOTTAN, 1989) e de varios mediadores inflamatorios (fator ativador de plaquetas,
leucotrienos, histamina e citocinas) e consequentes altera¢des funcionais de varias
linhagens de células inflamatorias (mastocitos, neutrdfilos, eosinéfilos, linfécitos e
macrofagos) (DJUKANOVIC et al, 1990; KAY, 1991), como resposta adaptativa a
diversos antigenos. As alteracdes na regulagdo da sintese de IgE ocorrem devido ao
desbalanco funcional entre subpopulagdes de linfocitos T CD4, havendo hiperatividade das
celulas Th2, quando estimuladas antigenicamente. Tal desbalango resulta em maior
produgdo de IL-4 pelos linfocitos T CD4 (WIERENGA et al., 1991), excessiva produgido de
citocinas e mediadores soluveis, os quais ativam ou “primam” outras linhagem celulares,

dentre as quais os granulocitos e monocitos/macrofagos, os quais tendem a responder
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exageradamente aos estimulos (KOWNASTZKI, KAPP, UHRICH, 1988; KLEBANOFF et
al, 1986; NATHAN, 1989; SULLIVAN et al., 1989). Na asma, o processo inflamatério das
vias aéreas correlaciona-se ao aparecimento dos sintomas (BUSSE & REED, 1993).

Algumas células, ja largamente estudadas, tém definido o seu papel nas respostas
imediata e tardia. E o caso dos mastocitos, que quando ativados sofrem degranulag@o,
liberando histamina e triptase e ddo inicio e regulam o infiltrado inflamatorio apds
exposi¢do ao antigeno (acumulando e ativando linfocitos T e eosindfilos) (BIERMAN et
al., 1996). Os eosindfilos, uma das principais células efetoras da inflamacgio nas vias aéreas,
sao capazes de produzir metabolitos pro-inflamatorios do acido araquidénico e anion
superoxido toxico. Gragas a estas caracteristicas, a asma € conceituada como Bronquite
Croénica Eosinofilica (BIERMAN et al_, 1996).

No entanto, outras células, como macrofagos e neutrofilos, ainda n3ao tém
totalmente esclarecidos seus papéis no processo inflamatorio. Os macrofagos funcionam
como celulas apresentadoras de antigenos, liberam eicosanodides, fragmentos do
complemento e citocinas e produzem reativos intermediarios do oxigénio e enzimas
proteoliticas (HORWITZ et al., 1995).

Os neutrofilos correspondem a aproximadamente metade das células brancas
circulantes e sdo caracterizados por nicleo multilobulado e diferentes granulos
citoplasmaticos. Sua fun¢do primordial ¢ de defesa do hospedeiro, especialmente por meio
da fagocitose e destruicdo dos patdgenos nos tecidos (MONTESEIRIN et al., 1996).

A partir de estimulos apropriados, neutrofilos, eosinéfilos, macrofagos, células
epiteliais, e possivelmente mastocitos podem liberar reativos intermediarios do oxigénio

por meio de varios mecanismos. Estes mecanismos incluem o metabolismo do acido
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araquidonico pelas enzimas ciclooxigenase e S-lipooxigenase, resultando na formagao de
prostaglandinas e leucotrienos (ABRAHAM, 1997).

Os neutrofilos geram lesdo tissular pela liberacdo de metabolitos toxicos do
oxigénio, componentes granulares, produtos do metabolismo do acido araquidonico e por
meio da sintese e secre¢do de novas proteinas (MONTESEIRIN et al., 1996). Produzem
ainda elastase - implicada juntamente com o colageno produzido pelos miofibroblastos, na
perda de elasticidade da parede bronquica e na obstru¢gao bronquica irreversivel
(FUJISAWA et al., 1990).

Quando liberados em grande quantidade, os reativos intermediarios do oxigenio,
produtos do sistema NADPH oxidase de fagocitos profissionais ativados, constituem fator
de risco para injuria tissular (HALLIWELL, 1995, WISEMAN & HALLIWELL, 1996;
McCORD et al., 1994). Estao implicados no processo de envelhecimento e, também, direta
ou indiretamente em mais de 50 doencas. (KERR et al., 1996) e numa grande variedade de
desordens clinicas como aterosclerose, injuria de reperfusdo, toxicidade pulmonar,
degeneragido macular, cataratogénese e cancer (KNIGHT, 1995). Participam da patogénese
de patologias respiratorias como sindrome da angustia respiratoria aguda (BARNES, 1990),
lesio das vias respiratorias inferiores em fumantes (RICHTER et al., 1986) e doenca
pulmonar intersticial em criangas (CLEMENT, CHADELAT, MASHAD, 1987).

Na asma, os efeitos ja documentados destes radicais livres incluem contragdo da
musculatura lisa bronquica, aumento da permeabilidade vascular, geracdo de fatores
quimiotaticos e peroxidagdo lipidica, levando a produgdo de mediadores secundarios com
efeito broncoconstritor (HANCOCK, 1997).Também ja foi demonstrado que a liberagao

destes mediadores induz a hiperresponsividade, aumenta a secre¢do de muco, inibe a
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atividade ciliar e lentifica o clareamento do muco (SEYBOLD et al., 1992; ABRAHAM,
1997). Adicionalmente, niveis elevados de peroxido de hidrogénio e produtos reativos do
acido tiobarbiturico foram encontrados no expirado de pacientes asmaticos (ANTCZAK et
al., 1997).

MELTZER et al. (1989) observaram que a liberagéo de superdxido por neutrofilos
de sangue periférico, estimulados tanto por FMLP como por PMA, foi significativamente
maior nos individuos com asma do que nos sadios. Obtiveram uma inibi¢do dose
dependente da liberagdo estimulada por FMLP de O,-, tanto nos pacientes asmaticos como
nos individuos normais. Estudaram também a relagio entre liberagdo de O,- e a
hiperreatividade das vias aéreas nos individuos com asma e encontraram correlacio inversa
significativa entre PCy e liberagdo de O, pelos neutréfilos em cada paciente com asma.
RENKEMA et al (1989) encontraram correlagdo significativa entre o grau de
hiperreatividade bronquica e liberagao de O,- por polimorfonucleares, em fumantes e ex-
fumantes, sugerindo que reativos intermediarios do oxigénio modulam o grau de
hiperreatividade bronquica de pacientes ndo alérgicos com obstrugdo cronica ao fluxo
aéreo.

Células da linhagem mielomonocitica de pacientes atopicos hiperexpressam o
receptor de baixa afinidade para IgE, CD23 (BUSSE & REED, 1993). A expressio de
CD23 na superficie dos monocitos de pacientes alérgicos (asma ou rinite) correlaciona-se
com o aumento da liberacdo de O, sugerindo que a IgE liga-se ao CD23, ativando o
sistema NADPH oxidase (DEMOLY et al, 1994). O IFN-y ativa a producido de O, por
mondcitos do sangue periférico de pacientes asmaticos (DEMOLY et al., 1995), sugerindo

que a expressao do receptor de IFN-y possa ativar o sistema NADPH oxidase de pacientes
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com asma alérgica. VACHIER et al (1992) observaram que monocitos do sangue
periférico de asmaticos liberam mais O2 do que os de controles sadios.

Sinais quimicos gerados no tecido afetado dao inicio a migragao do neutrofilo por
meio da microcirculagdo. O acimulo de neutrofilos nas vias aéreas € um evento controlado.
Entretanto, nos pacientes alérgicos, este acumulo constitui importante fator de risco para
dano tissular. Estudos mostram que os neutrofilos predominam no tecido afetado, nas
primeiras oito horas apos a exposi¢do antigénica, sendo depois substituidos por eosinofilos
(FUIISAWA et al., 1990). GORSKI et al. (1993) observaram maior produgio de reativos
intermediarios do oxigénio por eosinofilos de asmaticos em relagdo aos de individuos
normais. SCHAUER et al. (1991) observaram que eosinofilos de criangas asmaticas
liberam mais O, se comparados a neutrofilos dos mesmos pacientes ou eosinofilos e
neutrofilos de controles sadios. KATO et al. (1991) demonstraram que polimorfonucleares
de criangas asmaticas produzem mais O, do que os de controles sadios, e que esta
produgdo ¢ ainda maior durante a crise aguda. TERAMOTO et al. (1996) observaram que a
atividade NADPH oxidase de polimorfonucleares esta aumentada em pacientes asmaticos €
naqueles com doenga pulmonar obstrutiva cronica. VARGAS et al. (1998) observaram
maior produgdo de O, por granuldcitos de asmaticos em crise € no periodo intercritico do
que em granulécitos de controles sadios. Em contrapartida, atividade NADPH oxidase
semelhante ou diminuida em eosinoéfilos de asmaticos, comparada a de individuos sadios, ja
foi descrita por outros grupos (SEDGWICK, GEIGER, BUSSE, 1990, WOSCHNAGG,
RAK, VENGE, 1996).

Trabalhos mais recentes tém investigado as inter-relagdes do sistema NADPH

oxidase de fagocitos com moléculas de adesio e fatores de transcricio. NAGATA,
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SEDGWICK, BUSSE (1997) encontraram um efeito sinérgico da molécula de adesdo
vascular-1 (VCAM-1) e o fator de estimulagdo de colonias de granulocitos-macrofagos
(GM-CSF) na estimulagdo de eosinéfilos de pacientes atopicos. CHIHARA et al. (1998)
demonstraram o papel do RANTES (uma quimiocina da subfamilia C-C) na inflamagao
alérgica por meio de seu envolvimento na infiltragdo seletiva de eosinofilos e na ativagao
destas células pelo aumento de seu metabolismo oxidativo. CHEN et al. (1999) relataram a
ativagdo inapropriada do fator de transcrigdio NF-Kappa B (fator ativado por varios agentes
incluindo os radicais livres) como um evento associado ao processo inflamatorio presente
na asma e outras patologias.

Alguns autores vém estudando o papel de drogas utilizadas no tratamento da asma
na liberagio de superoxido. EZEAMUZIE & AL-HAGE (1998) demonstraram que
salbutamol, salmeterol, teofilina, denbufilina, cromoglicato de sddio e azelastina inibem a
liberagdo de superoxido por eosinéfilos de sangue periférico. CALHOUN et al. (1998)
observaram que a liberagdo de superoxido por macrofagos alveolares de pacientes com

asma alérgica diminui apos sete dias de tratamento com zafirlukast.
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1.6. Mecanismos Antioxidantes e Asma

A atividade GSH-Px e sua regulagdo pelo selénio foram investigadas no plasma e
células do sangue periférico em asmaticos. LINN et al. (1978) ndo detectaram diferenca
significativa na atividade GSH-Px em hemacias de asmaticos apos exposi¢ao ao o0zonio,
situagdo que estimula a liberagdo de radicais do oxigénio. WARD et al. (1984) encontraram
atividade GSH-Px significativamente aumentada no sangue de criancas com asma e
epilepsia controlada, mas ndo observaram alteragao nas concentragdes de selénio naqueles
pacientes. FLATT et al. (1990) n3o observaram diferenca na concentragdo de selénio ou
atividade GSH-Px no plasma de asmaticos da Nova Zelandia, entretanto ambos os
parametros foram mais baixos no sangue total daqueles pacientes. HASSELMARK et al
(1990) encontraram atividade GSH-Px plaquetaria significativamente menor em asmaticos
em relagao aos controles. A média do selénio sérico nestes pacientes tendeu a ser menor do
que nos controles, porém sem significancia estatistica. POWELL et al. (1994) observaram
reduzida atividade GSH-Px eritrocitaria em criangas asmaticas comparadas a controles
sadios. KADRABOVA et al. (1996) encontraram concentra¢des diminuidas de selénio no
plasma e nos eritrocitos de pacientes com asma intrinseca, assim como diminui¢do da
atividade GSH-Px plasmatica e eritrocitaria destes pacientes.

A atividade GSH-Px foi estudada no plasma e células do sangue periférico de
asmaticos sensiveis a aspirina. PEARSON et al. (1991) demonstraram niveis decrescentes
da atividade GSH-Px plaquetaria respectivamente em controles normais, alergicos nio
asmaticos, asmaticos tolerantes a aspirina e asmaticos sensiveis a aspirina. PLAZA et al.

(1995) ndo encontraram diferenca na atividade GSH-Px plaquetaria entre os grupos de
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individuos sadios, asmaticos e asmaticos sensiveis a aspirina. KADRABOVA et al. (1996)
nao observaram diferenca significativa na concentragdo plasmatica de selénio entre
asmaticos com e sem sensibilidade a aspirina.

Existem também estudos da atividade glutationa peroxidase em lavado brénquico e
em celulas epiteliais. SMITH, HOUSTON, JAMES (1993) estudaram os niveis de SOD
(superoxido dismutase) e GSH nos fluidos brénquico e alveolar de asmaticos e individuos
normais, nao obtendo diferenga nos niveis de SOD bronquico ou alveolar entre os dois
grupos, porém encontraram 80% mais GSH no fluido brénquico dos pacientes, o que se
correlaciona com a hiperreatividade. Os niveis de GSH nos asmaticos também foram
maiores no fluido alveolar. Este mesmo grupo estudou as atividades de SOD, catalase
(CAT) e enzimas do ciclo de redugdo da glutationa em células do lavado e do epitélio
bronquico de asmaticos (STONE et al., 1989), encontrando diminui¢do na atividade da
SOD, mas n3o constataram nenhuma alteracdo das demais enzimas. DE REAVE et al.
(1997) n@o encontraram diferenca significativa entre as atividades da catalase e GSH-Px em
células de epitélio bronquico de pacientes asmaticos, em uso ou nao de corticoide inalatorio
e controles, assim como nao houve diferenca na expressio do RNAm que codifica as
enzimas catalase e glutationa peroxidase entre controles e asmaticos.

As drogas utilizadas no controle da asma e sua influéncia na GSH-Px foram
pesquisadas. BURGESS et al. (1994) estudaram o comportamento do selénio e atividade
GSH-Px plasmaticos em asmaticos apos administracido de fenoterol, salbutamol e brometo
de ipratropium e nao observaram alteragées. POWELL et al. (1994) nao verificaram efeito
dos esteroides inalatorios na atividade GSH-Px em hemacias de criangas com asma.

FENECH & ELLUL-MICALLEF (1998) estudaram a concentragao de selénio plasmatico e
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GSH-Px e SOD em eritrocitos de asmaticos. Estes autores ndo constataram diferencga
significativa na concentragao de selénio e GSH-Px entre asmaticos e controles. No entanto,
a atividade da SOD foi menor nos asmaticos, tanto leves quanto graves. Os mesmos
parametros foram estudados apds quatro semanas de tratamento com beclometasona
inalatéria em um grupo e apés duas semanas com prednisolona oral no outro grupo de
asmaticos. A beclometasona ndo exerceu efeito no perfil antioxidante, enquanto a
prednisolona aumentou a concentragao de selénio no plasma. PENNINGS et al. (1999) nao
observaram alteragdo das atividades de SOD, GSH-Px e glutationa S-transferase
eritrocitarias durante tratamento de asmaticos com dipropionato de beclometasona.
HASSELMARK et al. (1993) suplementaram a dieta de asmaticos com selenito de sodio e
observaram aumento significativo tanto do selénio sérico como da atividade glutationa
peroxidase plaquetaria. Estes autores associaram a melhora da relagdo selénio/GSH-Px com
uma evolugao clinica mais favoravel.

As atividades de outras enzimas antioxidantes tém sido estudadas de forma
concomitante a GSH-Px, no sentido de melhor caracterizar a relagdo radicais do
oxigénio/antioxidantes no processo inflamatorio da asma. FILIP et al. (1999) determinaram
as atividades da SOD, catalase, GSH-Px e os indices CAT(catalase)/SOD e GSH-Px/SOD
no sangue de asmaticos. Estes autores observaram aumento das atividades da CAT e GSH-
Px e diminui¢do da atividade da SOD nos pacientes asmaticos. TEKIN et al. (2000)
encontraram atividade média de SOD menor em eritrocitos de asmaticos leves do que nos
controles. Entretanto, ndo houve diferenca significativa nas atividades de catalase e GSH-

Px entre pacientes e controles.
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1.7. Justificativa do Trabalho

Apesar do grande interesse no estudo dos radicais livres e dos mecanismos
antioxidantes e da associa¢do destes com a asma, ndao ha estudos simultaneos sobre a
regulacdo do sistema NADPH oxidase e GSH-Px celular em granulécitos e células
mononucleares de pacientes asmaticos na faixa etaria pediatrica. Nao ha, também, relatos
na literatura sobre a associa¢do do conteudo de citocromo bssg e asma.

A realizagdo simultanea dos ensaios sobre atividade NADPH oxidase e conteudo de
citocromo bssg € GSH-Px celular contribuirdo para analise comparativa entre mecanismos
oxidantes e antioxidantes nos granulocitos e células mononucleares de criangas com asma,
segundo a gravidade da doenca, além de permitir estabelecer a correlagdo especifica entre
atividade e conteudo enzimatico do sistema NADPH oxidase nestas mesmas c¢lulas.
(CONDINO-NETO, WHITNEY, NEWBURGER, 1996, CONDINO-NETO, WHITNEY,
NEWBURGER, 1998; CONDINO-NETO et al, 1997, CONDINO-NETO &

NEWBURGER, 1998).
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2. OBJETIVO

Investigar aspectos bioquimicos do sistema NADPH oxidase e glutationa peroxidase
celular de granulocitos e células mononucleares de criangas asmaticas, segundo a gravidade

da doenga.

2. Objetivo
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3. METODOLOGIA

3.1. Casuistica e Protocolo Clinico

Foram incluidos neste estudo 66 criangas e adolescentes, entre seis e 16 anos de
idade (média 10,8 anos), 34 femininos e 32 masculinos; 37 caucasoides e 29 negroides,
com asma atopica atendidos no Ambulatorio de Imunologia, Alergia e Pneumologia
Pediatrica do Departamento de Pediatria da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
no periodo de margo de 1998 a agosto de 2000, que preencheram os seguintes critérios de
inclusio (“GLOBAL INITIATIVE FOR ASTHMA” - GINA-NIH, 1997, CONDINO-
NETO et al., 1991):

1. Histéria episodica ou presenca de sintomas de obstrugdo do fluxo aéreo tais como:
tosse, chiado, sibilancia, respiragio curta ou aperto no peito.

2. Obstrucao reversivel do fluxo aéreo, espirometricamente caracterizada:

® VEF; (volume expiratorio forgado em 1 segundo) < 80% do previsto; VEF{/CVF
(capacidade vital forgada) < 65% ou abaixo do limite inferior de normalidade segundo
sexo, peso e idade.

o Aumento > 12% ou pelo menos 200 ml da VEF;, apés inalagdo com agonista 3>-
adrenergico.

3. Caracterizagdo do estado atopico por critérios clinicos e laboratoriais como:

® Relagdo causa-efeito positiva entre exposicdo a determinados antigenos e
desencadeamento dos sintomas de asma.

. Exames laboratoriais compativeis como: testes cutdneos ou dosagem de IgE
especifica (RAST ou similar) positivos para antigenos especificos, eosinofilia (excluindo

doencas parasitarias), IgE sérica total elevada.
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o Concomitancia ndo-obrigatoria com doengas alérgicas como: rinite, urticaria,
dermatite atopica e conjuntivite alérgica.
@ Antecedentes familiares positivos para asma (presenca de asma em parentes de

primeiro grau).

Os pacientes foram submetidos a anamnese, exame fisico, espirometria, teste
cutaneo de hipersensibilidade imediata para aeroalérgenos comuns — 4caros, epitélio de cio
e gato, poeira domestica e barata e outros testes laboratoriais e radiolégicos.

Dos 66 pacientes, 36 (55%) apresentaram antecedente familiar positivo e 58 pacientes
(88%) apresentaram teste cutaneo de hipersenbilidade imediata positivo. A IgE sérica total
media foi de 1223,37 Ul/ml (normal< 120 Ul/ml).

Segundo os critérios do GINA-NIH, 1997 (151), os pacientes foram classificados em quatro
grupos de gravidade de asma:

CLASSIFICACAO DA ASMA SEGUNDO A GRAVIDADE

Dias com Noites com PFE OU VEF;* | Variabilidade
sintomas sintomas do PFE
Persistente Continuo Freqiiente < 60% >30%
grave
Persistente Diario > 5/ més 60% - 80% > 30%
moderado
Persistente 3-6/ semana 3-4/ més > 80% 20% - 30%
leve
Intermitente < 2/ semana < 2/ més > 80% <20%
leve

*Percentual dos valores previstos para VEF, e PFE (pico de fluxo expiratorio) segundo

idade, sexo e peso.

Realizamos também comparagdo da liberagdo de superoxido por células

mononucleares e granulocitos entre criangas asmaticas (n=29), classificadas de acordo com
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sua funcdo pulmonar, sendo o VEF; o parametro utilizado, obtido no dia do experimento e
individuos sadios, assintomaticos e com VEF;>80% (n=24). Os pacientes foram agrupados
por faixas de fungdo pulmonar: grupo 1 - VEF;>80% (n=15); grupo 2 - VEF, entre 60 e

80% (n=9) e grupo 3 - VEF;<60% (n=5).

3.2. Critérios de Exclusao

Foram excluidos os pacientes que fizeram uso de corticosterdides sistémicos, anti-
inflamatorios ndo hormonais, aminofilina e antileucotrienos nos ultimos 30 dias; os que
tiveram infecgdes virais, bacterianas ou fungicas nos ultimos 30 dias; que fizeram uso de
hemoderivados nos ultimos 30 dias; tabagistas; portadores de doengas concomitantes como
imunodeficiéncias primaria ou secundaria, fibrose cistica, deficiéncia de o -antitripsina,
presenca de corpos estranhos em vias aéreas, anéis vasculares e outras doencas obstrutivas

cronicas.

3.3. Adultos Sadios

Foram selecionados 40 voluntarios adultos sadios, nao atopicos, ndao fumantes e que
nio fazem uso regular de quaisquer medicamentos, com idade média de 30,4 anos.
Amostras de sangue destes voluntarios foram utilizadas nos testes laboratoriais para efeito
de comparagdo com o grupo de asmaticos.

A escolha do grupo de individuos sadios constituido por adultos e ndo por criangas

pareadas por idade com os pacientes poderia ser alvo de criticas. Entretanto, a atividade do
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“burst” respiratorio se desenvolve precocemente na infincia (ABRAMSON, WHEELER,
QUIE, 1996) e ndo ha dados que sugiram que criangas sadias produzam mais reativos
intermediarios do oxigénio que adultos sadios (JOBIS et al., 1997). FRAZIER et al. (1982)
também demonstraram ndo haver diferenca significativa entre a atividade oxidativa de

celulas polimorfonucleares até mesmo quando se compara recém-nascidos a adultos jovens.

3.4. Protocolo Laboratorial

Foram coletadas amostras de sangue venoso dos pacientes e dos voluntarios adultos
sadios (20ml). Neutrofilos e células mononucleares foram fracionados por centrifugac¢ao do
sangue em Ficoll-Hypaque (BOYUM, 1968). Eritrocitos contaminantes foram removidos
por lise hipotonica. Apos contagem e calculo da viabilidade celular, a suspensao de células
foi ajustada para 2x10 células/ml em solu¢do de Hanks, sem calcio, magnésio ou vermelho
de fenol. Os leucdcitos foram utilizados para os ensaios de atividade do sistema NADPH

oxidase, quantificagio do citocromo bssg e atividade da GSX-Px celular.

3.4.1. Atividade do Sistema NADPH Oxidase

A liberagdo de O,” por granulécitos e células mononucleares foi determinada pelo
ensalo da redugdo do citocromo ¢, especificamente inibida pela SOD (superoxido
dismutase) (McCORD & FRIDOVICH, 1969; DIAS-DA-MOTA et al., 1996), sendo
estudada de duas formas: espontanea (leucocitos incubados apenas em soluc¢ao de Hanks) e

estimulada (leucécitos incubados com PMA — forbol miristato acetato 30nM). Metade dos
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tubos continham SOD (60U/ml) no inicio da reag@o, e foram controle para a redugdo
inespecifica do citocromo c. A absorbancia da reag@o for medida a 550nm nos tempos: 0, 5,
15, 25, 45 e 60 minutos. A quantidade de superoxido liberado foi calculada aplicando-se o
coeficiente de extingdo de 21100M'cm™. Os resultados (nmol de superoxido/10°
células/tempo de incubagdo) foram expressos pela diferen¢a de absorbancia dos tubos

contendo SOD ou n3o.

3.4.2. Contendo de Citocromo bsss

O citocromo bssg dos granulocitos e células mononucleares foi quantificado por
espectrocopia de varredura (DING & NATHAN, 1988). No dia do experimento, 107
granuldcitos ou células mononucleares foram isolados, lavados trés vezes em solugdo de
Hanks, sem calcio, magnésio ou vermelho de fenol, lisados em tampao KH,PO4 (0,1 M, pH
7.25), contendo Triton X-100 a 2% (30 minutos, 2°C). O lisado foi centrifugado (27000 x
g, 30 minutos, 4°C) e o sobrenadante submetido a espectroscopia de varredura (400-600
nm, 750 nm/min). Para tanto, o espectro (400-600 nm) de uma amostra (1 ml) foi
armazenado na memoria do espectrofotémetro. Apés a adigdo de granulos de ditionito de
sédio na mesma cuveta, o espectro (400-600 nm) foi redeterminado e a diferenga
representada numa curva, onde o citocromo bssg foi estimado pela altura da banda o (558
nm), utilizando o coeficiente de extingdo de 21,6 mMcm™ e sendo expresso em pmol/10’

células (DING & NATHAN, 1988).
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3.4.3. Atividade da Glutationa Peroxidase Celular

A atividade da GSH-Px celular foi determinada pelo principio da reagdo acoplada da
peroxidase-redutase (BEUTLER, 1984), adaptado por SPEIER, BAKER, NEWBURGER
(1985). Granuldcitos ou células mononucleares (10°) foram incubados, durante 5 a 10
minutos, na presenga de Triton X-100 (0,05%), 0,2 mmol/l de GSH, 1 U/ml de GSH
redutase, em solucdo de Hanks, pH 7,4 A oxidagdo do NADPH pelo t-butil
hidroxiperoxido (adicionado somente na amostra), foi monitorizada
espectrofotometricamente a 340nm (340 = 6,22 x 10> M' e¢m™), nos tempos O e 1 minuto.
Os resultados foram expressos como nmoles NADPH oxidado/minuto/10° células (SHEN

et al., 1994, NEWBURGER et al., 1994).

3.5. Analise Estatistica

Analise de Variancia (ANOVA) foi realizada para comparar a liberagio de
superoxido entre os grupos (classificagdo do GINA-NIH, 1997) para cada tipo de célula e
cada reagdo, com medidas repetidas para experimento fatorial (MILIKEN & JOHNSON,
1984; MONTGOMERY, 1991). A analise de variancia foi realizada separadamente para
cada tipo de célula e reagdo (granulocitos espontineos e estimulados e mononucleares
espontaneos e estimulados). O teste de comparagdo multipla de médias utilizado foi o teste
de Duncan, que compara todos os pares de médias dos grupos. Foram utilizados também os

testes de comparacdao multipla de Bonferroni e teste de Dunnett (CONOVER, 1971), o
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primeiro para verificar se houve diferenga entre os grupos em cada tempo e o segundo para
comparar o grupo de individuos sadios com os demais grupos.

Para comparar a liberagdo de superoxido entre os pacientes agrupados por faixas de
fungdo pulmonar: grupo 1 - VEF;>80%; grupo 2 - VEF, entre 60 ¢ 80% e grupo 3 - VEF, <
60% e o grupo de individuos sadios, assintomaticos e com VEF,>80%, foi utilizada a
Analise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas, devido a liberagado de Oy ter sido
acompanhada em cada individuo nos seis tempos diferentes. Para verificar as diferencas
entre os grupos foi utilizado o teste de comparagdo multipla de medias de Tukey
(MILIKEN & JOHNSON, 1984).

O teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (SIEGAL, 1975) foi utilizado para
comparar o conteido de citocromo bssg de granulocitos e celulas mononucleares entre os
cinco grupos. Foi considerado o nivel de 5% de significancia, ou seja, p<0,05. Devido a0
pequeno niimero de medidas do grupo APG, os pacientes foram agrupados em uma unica
categoria APM/APG.

Utilizamos o teste de Wilcoxon (CONOVER, 1971a) para amostras relacionadas
para comparar a GSH-Px celular de granulocitos com células mononucleares num mesmo
grupo. Comparamos a atividade GSH-Px entre os grupos através do teste de Kruskal-Wallis
(CONOVER, 1971b), que compara os postos das observagdes em cada grupo.

Foi considerado o intervalo de confianca de 95%, nivel de 5% de significancia, ou

seja, p < 0,05, em todos os testes.
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3.6. Aspectos Eticos

O presente estudo foi submetido a avaliagdo da Comissao de Etica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, com parecer favoravel
Foi obtido consentimento pos-informagdo verbal e por escrito de todos os

responsaveis pelos pacientes.
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4. RESULTADOS

4.1. ATIVIDADE DO SISTEMA NADPH OXIDASE

Estudamos a libera¢do de superoxido por granulocitos e células mononucleares, de
forma espontdnea e estimulada por PMA (30 nM), em 44 criangas com asma atopica € em
28 individuos sadios. Segundo os critérios do GINA-NIH (1997), os pacientes foram
classificados em portadores de asma: intermitente leve-AIL (n=11), persistente leve-APL
(n=15), persistente moderada-APM (n=12) e persistente grave-APG (n=6). Estes resultados
estdo representados nas Figuras de | a 4

Para comparar a liberagdo de superdxido entre os grupos para cada tipo de celula e
cada reagdo, utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas para
experimento fatorial (MILIKEN & JOHNSON, 1984, MONTGOMERY, 1991). A analise
de varidncia foi realizada separadamente para cada tipo de célula e reacdo (granulocitos
espontaneos e estimulados e mononucleares espontaneos e estimulados). O teste de
comparagao multipla de médias utilizado fo1 o teste de Duncan (MONTGOMERY, 1991),
que compara todos os pares de médias dos grupos. Foi considerado o intervalo de confianga
de 95%, nivel de 5% de significdncia, ou seja, p < 0,05. Foram utilizados também os testes
de comparagdo multipla de Bonferroni (MILIKEN & JOHNSON, 1984) e teste de Dunnett
(MONTGOMERY, 1991), o primeiro para verificar se houve diferenga entre os grupos em

cada tempo e o segundo para comparar o grupo de individuos sadios com os demais grupos.
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FIGURA 1: Liberagao espontanea de superoxido, nos tempos 0, 5, 13, 25, 45 ¢ 60 minutos, por
granulocitos de criangas e adolescentes com asma comparada a de individuos sadios. * - tempos nos
quais p < 0,05 (teste de Duncan).

Esta figura representa a media da liberagdo espontanea do superoxido em nmol de
superoxido/10° granulécitos/tempo de pacientes agrupados segundo a gravidade da doenga
(asma intermitente leve-AIL, n=11; asma persistente leve-APL, n=15; asma persistente
moderada-APM, n=12 e asma persistente grave-APG, n=6) e de individuos sadios (n=28)
nos tempos indicados (0, S, 15, 25, 45 e 60 minutos). No tempo 25 minutos a liberacdo de
superoxido pelos granulocitos dos grupos APL, APM e APG foi significativamente maior
que no grupo de individuos sadios e no grupo AIL (p < 0,05, teste de Duncan). A liberagdo
espontdnea de superoxido pelos granulocitos dos grupos APL foi significativamente maior
em relacao aos sadios e ao grupo AIL nos tempos 45 e 60 minutos (p < 0,05, em todas

situages, teste de Duncan).
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Nao houve diferenca na liberagdo de superoxido pelos granulécitos de asmaticos do
grupo AIL e dos individuos sadios em todos os tempos (p > 0,05, em todas as situagdes,

teste de Duncan).
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FIGURA 2 Liberagdo de superoxido, nos tempos 0, 5, 15, 25, 45 ¢ 60 minutos, por granulocitos
estimulados com PMA (30 nM) de criangas ¢ adolescentes com asma comparada a de individuos
sadios. * - tempos nos quais p < 0,05 (teste de Duncan).

A média de liberacdo de superdxido pelos granulocitos de pacientes asmaticos,
estimulados com PMA, foi significativamente maior nos grupos APM (n=12) e APG (n=6)
do que no grupo de individuos sadios (n=28) (p < 0,05, em todos os tempos e situagdes,
teste de Duncan).

Utilizando-se o teste de Dunnett para comparagdo dos individuos sadios com os
demais, verificou-se liberagdo de superoxido significativamente maior nos grupos APL
(tempo 45 minutos, n=15), APM (tempos 5, 15, 25 ¢ 45 minutos, n=12), APG (tempos 15,

25 e 45 minutos, n=6) do que no grupo de individuos sadios (n=28).
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FIGURA 3: Liberagdo espontinea de superoxido, nos tempos 0. 5, 13, 25, 45 ¢ 60 munutos, por
células mononucleares de criangas e adolescentes com asma comparada a de individuos sadios.

Ndo houve diferenca significativa nas médias de liberagdo espontdnea de
superoxido por células mononucleares entre os diferentes grupos de pacientes asmaticos
(AIL, n=10; APL, n=14; APM, n=11 e APG, n=6) ¢ os individuos sadios (m=27) (p > 0,05,
em todos os tempos e situagdes, teste de Duncan).

Também ndo houve diferenca significativa na liberagdo esponténea de superoxido
por células mononucleares nos grupos de asmaticos entre si (p > 0,05, em todos os tempos
e situagdes, teste de Duncan).

O teste de comparagdo multipla de Bonferroni foi utilizado para verificar diferenca
entre os grupos em cada tempo. No entanto, em nenhum dos tempos houve diferenca
significativa entre a liberagdo de superoxido pelas células mononucleraes dos cinco grupos.
Para comparar o grupo de sadios com os demais grupos, foi utilizado o teste de Dunnett e

também ndo foi encontrada diferenca significativa.
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FIGURA 4: Liberacio de superoxido, nos tempos 0, 3, 15, 25, 45 ¢ 60 minutos, por células
mononucleares estimuladas com PMA (30 nM) de criancas ¢ adolescentes com asma e individuos
sadios.

Néo houve diferenca significativa nas medias de liberag¢do de superoxido por celulas
mononucleares estimuladas com PMA (30 nM) entre os diferentes grupos de pacientes
(AIL, n=11; APL, n=14; APM, n=12 e APG, n=6) e os individuos sadios (n=28) (p > 0,05,
em todos os tempos e situacgdes, teste de Duncan).

Também ndo houve diferencga significativa na libera¢do de superdxido por células
mononucleares estimuladas com PMA (30nM) entre os grupos de asmaticos (p > 0,05, em
todos os tempos e situagdes, teste de Duncan).

Por meio do teste de comparagdo multipla de Bonferroni, que verifica diferencgas
entre os grupos em cada tempo, ndo foi encontrada diferenga significativa entre 0s grupos
em nenhum tempo. Pelo teste de Dunnett também n&o houve diferenga significativa entre o

grupo controle e os demais.
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Apresentaremos a seguir, nas Figuras 5 a 8, a analise estatistica da comparacao da
liberagdo de superoxido por células mononucleares e granulocitos entre criangas asmaticas
(n=29), classificadas de acordo com sua fung¢do pulmonar, sendo o VEF; o pardmetro
utilizado, obtido no dia do experimento e individuos sadios, assintomaticos e com
VEF,>80% (n=24). Os pacientes foram agrupados por faixas de fun¢do pulmonar: grupo |
- VEF>80% (n=15); grupo 2 - VEF, entre 60 e 80% (n=9) e grupo 3 - VEF;<60% (n=5).

Para comparar a liberagdo de superoxido entre os grupos foi utilizada a Analise de
Varidncia (ANOVA) (MILIKEN & JOHNSON, 1984, MONTGOMERY, 1991) com
medidas repetidas, devido a liberacdo ser investigada em cada individuo nos seis tempos
diferentes. Para verificar as diferencas entre os grupos foi utilizado o teste de comparagio

multipla de médias de Tukey (MONTGOMERY, 1991).
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FIGURA S: Liberagdo espontanea de superoxido, nos tempos 0, 5, 15, 25, 45 e 60 minutos,
por granulocitos de criangas com asma comparada a de individuos sadios.
* - tempos nos quais p < 0,05, teste de Tukey.

A Fig. 5 representa a média da liberagdo espontinea de superdxido (nmol de
superoxido/10° granulécitos/tempo) nos pacientes com asma agrupados segundo seu VEF,
obtido no dia do experimento (grupo VEF,>80%, n=15; grupo VEF; 60-80%, n=9 e grupo
VEF<60%, n=5) e de individuos sadios e com VEF;>80%, nos tempos 0, 5, 15, 25, 45 ¢
60 minutos.

No tempo 0 a liberagdo espontanea de superoxido pelos granulécitos do grupo
VEF,<60% foi significativamente maior do que no grupo de individuos sadios € no grupo 2

(p < 0,05, teste de Tukey). No tempo 5 minutos, os granulocitos do grupo VEF<60%
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liberaram mais superoxido do que os grupos VEF,>80% e VEF; 60-80% e individuos
sadios (p < 0,03, teste de Tukey). Nos tempos 15 e 25 minutos, os granulocitos do grupo
VEF<60% apresentaram liberagdo espontdnea de superoxido significativamente maior que

os do grupo VEF,; 60-80% e individuos sadios (p < 0,05, teste de Tukey).

4. Resultados
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FIGURA 6: Liberacio de superoxido, nos tempos 0, 5, 15, 25, 45 e 60 minutos, por

granulocitos estimulados com PMA (30 nM) de criangas e adolescentes com asma
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comparada a de individuos sadios.

A Fig. 6 ndo mostra diferenga significativa ao comparar a liberagao de superoxido
por granulécitos estimulados com PMA (30 nM) dos diferentes grupos de pacientes (grupo

VEF,>80%, n=15; grupo VEF; 60-80%, n=9 e grupo VEF;<60%, n=5) com os dos

50 80
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individuos sadios e com VEF;>80% (n=24) (p > 0,05, em todos os tempos, teste de Tukey).

Também ndo houve diferenca ao comparar a liberagdo de superdxido por

granulocitos estimulados com PMA (30 nM) entre os grupos de asmaticos (p > 0,05, teste

de Tukey).
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FIGURA 7: Liberagio espontinea de superoxido, nos tempos 0, 5, 15, 25, 45 e 60 minutos,
por células mononucleares de criangas e adolescentes com asma comparada a de individuos
sadios.

A Fig. 7 nao mostra diferenga significativa ao comparar a liberacdo de superoxido
por células mononucleares dos diferentes grupos de pacientes asmaticos (grupo
VEF,>80%, n=15; grupo VEF; 60-80%, n=9 e grupo VEF;<60%, n=5) com os dos
individuos sadios individuos sadios e com VEF>80% (n=24) (p > 0,05, teste de Tukey).

Também ndo houve diferenca na liberagdo espontdnea de superoxido por células

mononucleares nos grupos de asmaticos entre si (p > 0,05, teste de Tukey).
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FIGURA 8: Liberagio de superoxido, nos tempos 0, 5, 15, 25, 45 e 60 minutos, por células
mononucleares estimuladas com PMA (30 nM) de criangas e adolescentes com asma
comparada a de individuos sadios.

* - tempos nos quais p < 0,05, teste de Tukey.

Nos tempos 0 e 45 minutos, as células mononucleares estimuladas com PMA (30
nM) do grupo VEF,<60% apresentaram libera¢do de superoxido significativamente maior
do que as de individuos sadios e com VEF;>80% (p < 0,05, teste de Tukey).

Nos tempos 5, 15 e 25 minutos, as células mononucleares estimuladas com PMA
(30 nM) do grupo VEF,<60% apresentaram liberagdo de superoxido significativamente
maior do que as de individuos sadios e as dos grupos VEF;>80% e VEF, 60-80% (p < 0,05,

teste de Tukey).
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4. 2. CITOCROMO bssg

Apresentaremos a seguir, nas Figuras 9 e 10, os resultados referentes a
quantificacdo de citocromo bssg em granulocitos e células mononucleares de criangas e
adolescentes com asma (n=25), agrupadas segundo a gravidade da doenga, e de individuos
sadios (n=8). Para comparar o citocromo bssg entre os cinco grupos, utilizou-se o teste nio-
paramétrico de Kruskal-Wallis (SIEGAL, 1975). Foi considerado o nivel de 5% de
significancia, ou seja, p < 0,05. Devido ao pequeno nimero de medidas do grupo APG, os

pacientes foram agrupados em uma tnica categoria APM/APG.
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FIGURA 9: Quantificacdo de citocromo bssg em células mononucleares de criangas e

adolescentes com asma comparada a de individuos sadios.
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FIGURA 10: Quantificagdo do citocromo & ssg em granuldcitos de criangas e adolescentes
com asma comparada a de individuos sadios.

Nio houve diferenga significativa na dosagem de citocromo bssg das células
mononucleares entre os grupos de asmaticos: AIL (n=4), APL (n=5), APM (n=8) e APG
(n=1) e o grupo de individuos sadios (n=5) (p = 0,1116, teste de Kruskal-Wallis).

Nao houve diferenga significativa na dosagem de citocromo bssg dos granulocitos
entre 0s grupos de asmaticos: AIL (n=6), APL (n=6), APM (n=11) e APG (n=2) e o grupo

de individuos sadios (n=7) (p = 0,1098, teste de Kruskal-Wallis).
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4. 3. ATIVIDADE GLUTATIONA PEROXIDASE CELULAR

A atividade GSP-Px de granulocitos e células mononucleares foi comparada entre
pacientes asmaticos (n=21), classificados em APL (n=13), APM e APG, sendo que estes
ultimos grupos foram analisados em conjunto, uma vez que juntos totalizaram n=8 e
individuos sadios (n=10). Nao foram estudados pacientes com asma intermitente.

Para comparar a atividade GSH-Px entre os grupos foi utilizado o teste de Kruskal-

Wallis (SIEGAL, 1975), que compara os postos das observagdes em cada grupo.
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FIGURA 11: Box plotts construidos a partir dos dados (mediana, percentis 25 e 75 e
valores minimo e maximo) da atividade glutationa peroxidase (nmol NADPH
oxidado/min/10° células) de células mononucleares de criangas e adolescentes com asma

comparada a de individuos sadios.

Nao houve diferenca significativa na atividade glutationa peroxidase de células
mononucleares entre os diferentes grupos de pacientes asmaticos (APL, n=12 e APM/APG,
n=8) e os individuos sadios (n=10) (p > 0,05, teste de Kruskal-Wallis).

Também ndo houve diferenga significativa na atividade glutationa peroxidase de

celulas mononucleares entre os grupos de asmaticos (p > 0,05, teste de Kruskal-Wallis).
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FIGURA 12: Box plotts construidos a partir dos dados (mediana, percentis 25 e 75 e
valores minimo e maximo) da atividade glutationa peroxidase (nmol NADPH
oxidado/min/10° células) de granulécitos de criangas e adolescentes com asma comparada a

de individuos sadios.

Nao houve diferenca significativa na atividade glutationa peroxidase de granulocitos
entre os diferentes grupos de pacientes asmaticos (APL, n=13 ¢ APM/APG, n=8) ¢ os
individuos sadios (n=10) (p > 0,05, teste de Kruskal-Wallis).

Também ndo houve diferenga significativa na atividade glutationa peroxidase de

granuldcitos entre os grupos de asmaticos (p > 0,05, teste de Kruskal-Wallis).
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Por meio do teste de Wilcoxon para amostras relacionadas (CONOVER, 1971a),
comparamos a atividade glutationa peroxidase das células mononucleares com a dos
granulocitos, em cada grupo.

No grupo dos individuos sadios, verificamos que a atividade GSH-PX foi
significativamente maior nas células mononucleares (p < 0,05, teste de Wilcoxon).

Nos grupos APL e APM/APG encontramos uma tendéncia da atividade GSH-PX
ser maior nas c€lulas mononucleares do que nos granuldcitos, no entanto esta diferenca ndo

foi significativa (p > 0,05, teste de Wilcoxon).
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A asma € uma desordem complexa associada com infiltragao eosinofilica e ativagao
de linfocitos T nas vias aéreas. E a doenca cronica mais comum na faixa etaria pediatrica e
conta com um aumento real do numero de individuos afetados nas ultimas cinco décadas.
Apesar disso, os mecanismos fisiopatologicos desta afeccao e os fatores responsaveis pelo
desenvolvimento da asma num determinado individuo nfo sd3o completamente conhecidos
(HAMID & MINSHALL, 2000).

Estudos demonstram que células inflamatorias de pulmdes e sangue periférico de
individuos asmaticos liberam mais radicais livres sob a forma de reativos intermediarios do
oxigénio do que células de individuos normais (CLUZEL et al., 1987, VACHIER et al,,
1992; SEDGWICK et al., 1990). Estes estudos sugerem que reativos intermediarios do
oxigénio produzidos pelas células inflamatorias contribuem para as alteragSes das vias
aéreas associadas com a asma (SANDERS et al., 1995).

Os radicais livres tém sido avaliados no lavado broncoalveolar para o conhecimento
de seu papel no cancer de pulmio, sindrome da angustia respiratoria do adulto, doengas
pulmonares intersticiais, injuria pulmonar induzida pelo tabaco, hiperoxia, toxicidade
pulmonar induzida por droga e asma. Existem evidéncias que sugerem que estes agentes
tém um importante papel na injuria pulmonar (ALVAREZ-SALA et al., 1999), aspecto
importante na manutengao do processo inflamatorio cronico das vias aéreas.

Antioxidantes sao substancias fisiologicas que protegem o organismo contra o dano
provocado pelas reagdes quimicas iniciadas pelos reativos intermediarios do oxigénio

(KERR et al., 1996). Embora o pulm@o tenha varios sistemas antioxidantes (SOD, catalase,
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glutationa peroxidase) que previnem ou minimizam os efeitos danosos dos reativos
intermediarios de oxigénio (JARJOUR & CALHOUN, 1994), a geragdao em excesso destes
radicais e consequente peroxidag@o lipidica em processos inflamatérios cronicos, como o
que ocorre na asma, levam a liberacdo desregulada de neurotransmissores, leucotrienos,
tromboxanos e fator ativador de plaquetas. Estes mediadores sdo capazes de provocar
contragdo do musculo liso das vias aéreas e podem ser liberados por mastdcitos e células
pulmonares basofilicas apos exposi¢do antigénica (SHIVEDOVA et al., 1995).

Os propositos deste estudo foram identificar o desbalango entre mecanismos
oxidantes (radicais livres) e antioxidantes na patogénese da asma em criangas e

adolescentes e correciona-lo a gravidade do quadro clinico desta patologia.

S. 1. ATIVIDADE NADPH OXIDASE

Observamos que nos pacientes asmaticos com sintomatologia persistente ocorre
maior liberacdo espontanea ou estimulada de anion superéxido por granulécitos quando
comparada a de individuos sadios ou portadores de asma intermitente. Estes resultados
demonstram a implicac@o da injuria tissular secundaria a produgio exacerbada deste radical
livre nos pacientes com sintomas freqiientes no periodo intercritico, mesmo naqueles
classificados como persistentes leves. Estes dados sdo concordantes com os demonstrados
por KATO et al. (1991). Eles observaram que polimorfonucleares do sangue periférico de
criangas asmaticas, quando estimulados por zimosan opsonizado, PMA ou N-formil-

metionil-leucil-fenilalanina, produzem mais superoxido do que os de controles sadios, e
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que esta producdo € ainda maior durante a crise aguda, 0 que sugere que a inflamagdo das
vias aéreas causada pelo superoxido pode estar intimamente relacionada com a
hiperreatividade bronquica dos individuos asmaticos.

Apesar de ndao termos encontrado diferenca estatisticamente significativa na
liberagao espontanea ou estimulada de anion superdxido por granulocitos de pacientes com
asma intermitente leve quando comparados aos individuos sadios, notamos uma tendéncia a
maior liberagdo de superoxido por granulocitos dos pacientes, sugerindo ocorrer maior
atividade do sistema NADPH oxidase mesmo em pacientes oligossintomaticos, o que
talvez indique que células inflamatorias de individuos atopicos mantenham-se excitadas em
circulagdo, mesmo no periodo intercritico.

VARGAS et al. (1998) observaram aumento significativo da quimioluminescéncia
de granulocitos de sangue periférico estimulados por PMA de pacientes asmaticos, tanto
em crise, como no periodo intercritico. Os achados destes autores também sugerem que
granulocitos de asmaticos em crise ou no periodo intercritico parecem estar num estado
hiperreativo e com alta taxa metabolica quando comparados ao grupo controle.

Em nosso estudo, observamos ainda que a liberagao espontanea de superoxido por
granulocitos do grupo de pacientes persistentes leves, nos tempos 45 e 60 minutos, exibiu
tendéncia a ser superior aos pacientes persistentes moderados e graves (vide Fig. 1 - pag.
32), o que supostamente atribuimos ao fato destes ultimos estarem submetidos a terapia
com corticosterdides inalatorios com doses superiores as utilizadas no grupo de persistentes
leves, uma vez que os corticosteroides inalatorios, como demostrado por MAJORI et al.

(1998), sao capazes de diminuir a liberagdo de superoxido, tanto quanto a corticoterapia
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oral ou endovenosa.

Nao encontramos diferenga na liberagdao de superoxido por células mononucleares,
estimuladas por PMA ou n3o, quando classificamos os asmaticos de acordo com os
critérios do GINA-NIH, 1997. SANDERS et al. (1995) também evidenciaram maior
liberagdo de oxidantes por granuldcitos de pacientes alérgicos, apos estimulagdo antigénica
do que por células mononucleares, avaliando no entanto células do lavado broncoalveolar.
No entanto, MAJORI et al. (1998), estudando também células de sangue periférico,
encontraram maior produgdo de superoxido por mondcitos de pacientes com asma nao
controlada ou nao tratada do que nos pacientes com asma controlada.

Estudos tém sido desenvolvidos no sentido de correlacionar o aumento da liberagio
de superoxido e a hiperreatividade bronquica. NEIJINS et al. (1984) obtiveram correlagio
positiva entre liberagdo de superoxido e histamina a partir de leucocitos totais do sangue
periférico, com o grau de hiperreatividade bronquica em pacientes asmaticos. TSAI, KAO,
HAN (1999) encontraram correlagdo significativa entre o grau de hiperresponsividade a
metacolina e aumento do nimero de eosinofilos com a atividade NADPH oxidase, estando
o numero de eosinofilos ativados relacionado também com IgE alérgeno-especifica. Estes
autores observaram ainda um aumento do numero de eosinofilos ativados e de leucécitos
com atividade NADPH oxidase aumentada nos pacientes com asma instavel, quando
comparados com pacientes asmaticos estaveis, o que reflete ndo apenas a
hiperresponsividade das vias aéreas, como também a gravidade da asma destes pacientes.

Além de comparar a liberagdo de superoxido por granulocitos e células

mononucleares de individuos sadios e criangas asmaticas agrupadas de acordo com a
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classificagao do GINA-NIH (1997), correlacionamos também a liberag¢@o deste radical livre
pelos leucocitos destes pacientes, classificados de acordo com o parametro VEF; de sua
fungao pulmonar, obtida no dia do experimento.

Observamos maior libera¢ao espontanea de superoxido por granulocitos de criangas
e adolescentes asmaticos com maior comprometimento da fun¢ao pulmonar, quando
comparada a de individuos sadios. No entanto, constatamos que cé€lulas mononucleares
estimuladas com PMA de pacientes asmaticos com VEF;<60% também liberam mais
superoxido do que os individuos sadios e asmaticos com obstrucdo leve (VEF;>80%) ou
moderada (VEF, entre 60 e 80%). E interessante ressaltarmos que este achado apenas foi
observado quando correlacionamos a liberagdo de superoxido por células mononucleares
com pardmetros espirométricos, ja que quando analisamos esta atividade enzimatica de
acordo com os critérios do GINA-NIH (1997), ndo encontramos diferencga significativa
entre pacientes asmaticos e individuos sadios.

Supomos que uma possivel explicagdo para estes resultados deva-se ao fato de que
os critérios utilizados pela classificagdo sugerida pelo GINA-NIH (1997) ndo refletem
necessariamente, a presen¢a de obstrugdo bronquica no momento da obtengdo das celulas
do sangue periférico, e sim o histérico do paciente (freqiéncia de sintomas, sintomas
noturnos, intensidade das crises, medica¢des na crise € no periodo intercritico e valores
basais da fun¢io pulmonar). A medida do VEF, obtida no dia do experimento, por sua vez,
correlaciona-se a gravidade dos sintomas e avalia a obstru¢ao bronquica no momento da
coleta.

JARJOUR & CALHOUN (1994) observaram associagdo semelhante entre a

produgao espontanea de superoxido por leucocitos recuperados das vias aéreas de adultos
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asmaticos com VEF;<80%. Estes autores também correlacionaram sintomas noturnos de
asma com aumento da liberagcdo de superoxido por leucocitos totais do espago aéreo e
queda do fluxo expiratorio (JARJOUR, BUSSE, CALHOUN, 1992).

KANAZAWA et al. (1991) observaram maior liberagdio de superoxido por
granulécitos do sangue periférico de asmaticos em relagdo aos controles sadios. Eles
observaram uma correlagdo positiva entre tempo e gravidade da doenca e liberacio de
superoxido e uma correlagdo inversamente proporcional entre VEF; e superoxido. Estes
achados sugerem que reativos intermediarios do oxigénio podem ter papel direto ou

indireto na modulagdo da inflamagao e na obstrucio das vias aéreas.

5.2. CONTEUDO DE CITOCROMO bsss

Quanto ao contetdo de citocromo bsss, ndo encontramos diferenga significativa nas
dosagens desta flavoproteina em granulocitos ou células mononucleares, entre os diversos
grupos de criangas com asma € os individuos sadios.

A atividade da NADPH oxidase, um sistema enzimatico com multiplos
componentes, ndo se correlaciona estritamente com o conteudo de um Unico componente.
Apesar da regulagdo do sistema NADPH oxidase ser um evento, em parte, transcripcional,
mecanismos pos-transcripcionais (mobilizagdo de calcio, fosforilagdo protéica, ativagdo da
proteina G e ativacao da fosfolipase A2) podem contribuir para a ativagdo deste sistema
aumentando as diferengas entre o conteudo de citocromo bssg e a atividade da NADPH
oxidase (CONDINO-NETO, WHITNEY, NEWBURGER, 1998). Estas observagdes podem

explicar a auséncia de diferenca estatisticamente significativa entre as dosagens de
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citocromo bssg nas criangas com asma e individuos sadios.

Os nossos resultados indicam que o aumento da atividade do sistema NADPH
oxidase nos pacientes com asma ndo se correlaciona com aumento do conteido de
citocromo bssg € sugerem que outros mecanismos sejam responsaveis pela grande liberagéo
de superoxido nestes pacientes. Ndo encontramos na literatura outros trabalhos que

correlacionem o papel do citocromo bssg com a fisiopatologia da asma.

5. 3. GLUTATIONA PEROXIDASE CELULAR

RAHMAN et al. (1996) observaram haver correlagido entre tabagismo, exacerbag¢des
de doenga pulmonar obstrutiva cronica e crises agudas de asma com redug@o da capacidade
antioxidante do plasma destes pacientes. A GSH-Px representa um importante mecanismo
de defesa celular contra a injuria oxidativa.

A semelhanga do que STONE et al. (1989) encontraram, apés comparar a GSH-Px
em plaquetas e sangue total de asmaticos com controles, ndo obtivemos diferenca
estatisticamente significativa desta atividade enzimatica em granulocitos e c€lulas
mononucleares entre os grupos de criangas com asma e individuos sadios.

Existe, no entanto, controvérsia na literatura e resultados conflitantes nos estudos
publicados. MISSO et al. (1996), por exemplo, identificaram redugdo progressiva da
atividade GSH-Px plaquetaria e do sangue total, respectivamente em controles sadios,
asmaticos nio atopicos e asmaticos atopicos, sendo que foi maior a probabilidade de
ocorrer sintomas de asma nos individuos com baixa atividade GSH-Px plaquetaria. Este

mesmo grupo observou que eosinofilos de asmaticos ou de controles sadios expressam
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maior atividade GSH-Px do que neutréfilos (MISSO et al, 1998).

BIBI et al. (1988) estudaram a atividade GSH-Px em eritrocitos de criancgas
asmaticas e demonstraram menor atividade GSH-Px em pacientes durante crise de asma do
que nos controles. Estes autores demonstraram haver correlagdo entre a gravidade da asma
e a atividade GSH-PX; os pacientes com sintomas mais graves exibiram menor atividade
desta enzima do que aqueles com sintomas leves, embora estes ultimos também tenham
apresentado menor atividade enzimatica quando comparados aos controles. Os achados
destes autores sugerem que a baixa atividade GSH-Px possa ter importancia na patogénese
da asma.

Nos encontramos menor atividade GSH-Px nos granulocitos do que nas células
mononucleares dos individuos sadios e uma tendéncia para menor atividade GSH-Px nos
granulocitos do que nas células mononucleares nos pacientes com asma, o que pode estar
relacionado ao fato de termos encontrado maior liberagao de superoxido pelos granulocitos
do que pelas células mononucleares.

A atividade glutationa peroxidase em fagécitos relacionada ao processo inflamatério
asmatico permanece pouco estudada na literatura. Os resultados obtidos no presente estudo,
no entanto, ndo demonstraram diferenca na atividade GSH-Px em granulécitos e células
mononucleares nos pacientes com asma quando comparados a individuos sadios e nem
correlagdo entre a atividade desta enzima com a gravidade da doenca.

Este € um achado surpreendente, uma vez que um aumento desta atividade
enzimatica seria esperado como resposta protetora a maior liberagdo de reativos

intermediarios do oxigénio por células inflamatorias envolvidas na asma, o que poderia
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estar também implicado na patogénese dos sinais e sintomas da asma.

Fo1 possivel demonstrar que a avaliagdo da liberagdo de superoxido por leucéocitos
do sangue periférico pode ser um parametro que correlaciona o processo inflamatério da
asma com a gravidade da doenga, uma vez que os granulocitos de pacientes com quadro
clinico mais exacerbado apresentam maior liberagao de superoxido do que os de pacientes
com formas mais leves e os de individuos sadios. Estes achados sugerem a possivel
utilizacdo deste método pouco invasivo como monitorizagdo indireta da inflamagdo e

injaria pulmonar, podendo também ser objeto de modulag@o farmacologica.
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6. CONCLUSOES

Nas criangas asmaticas com sintomatologia persistente (segundo a classificagao do
GINA-NIH, 1997) ocorre maior liberagdo espontdnea ou estimulada de anion superéxido
por granulécitos quando comparada a de individuos sadios ou portadores de asma
intermitente. Nio encontramos diferenca na liberagdo de superoxido por células
mononucleares, estimuladas com PMA ou nao.

Observamos que ocorre maior liberagao espontanea de superoxido por granulocitos
de criangas asmaticas com maior comprometimento da fungao pulmonar quando comparada
a de individuos sadios. No entanto, observamos que células mononucleares estimuladas
com PMA de criangas com asma com VEF;<60% também liberam mais superoxido do que
os individuos sadios e asmaticos com obstrugio leve (VEF;>80%) ou moderada (VEF,
entre 60 e 80%).

Os resultados obtidos neste estudo sdo concordantes com os da literatura e mostram
que granulocitos de pacientes asmaticos apresentam maior liberagdo de superoxido,
espontdnea ou estimulada, tanto quando utilizamos parametros clinicos como
espirométricos. O mesmo ocorreu com as células mononucleares, sendo que desta vez
apenas quando utilizamos os pardmetros espirometricos.

Nio encontramos diferenca significativa nas dosagens de citocromo bsss em
granulécitos e células mononucleares entre os diversos grupos de criangas com asma € 0s
individuos sadios.

Nio observamos diferenca significativa na atividade glutationa peroxidase em

granuldcitos e células mononucleares entre os grupos de pacientes com asma e individuos
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sadios. No entanto, encontramos aumento significativo na GSH-Px em células
mononucleares em relacdo a GSH-Px granulocitica dos individuos sadios e tendéncia a
maior atividade GSH-Px em células mononucleares do que em granulocitos de pacientes
com asma.

Foi possivel demonstrar que a avaliagdo da producio de superoxido por células do
sangue periférico pode ser um parametro que correlaciona o processo inflamatorio na asma
com a gravidade da doenga, uma vez que os granulocitos de pacientes com quadro clinico
mais exacerbado apresentam maior liberacdo de superoxido que os de pacientes com
formas mais leves e ou os de individuos sadios. Estes achados sugerem a possivel utilizagao

deste metodo pouco invasivo como monitorizagio da inflamac@o e injuria pulmonar.
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7. SUMMARY

NADPH oxidase activity and glutathione-peroxidase activity in granulocytes and

mononuclear cells of asthmatic children according to the disease severity.

The aim of this work was to investigate the NADPH activity and glutathione-peroxidase
activity in peripheral blood granulocytes and mononuclear cells from asthmatic children
classified according to GINA/NIH (1997) criteria. We selected 66 patients (six to 16 years
of age) and 40 healthy individuals. Blood samples from patients and healthy controls were
collected and leukocytes were isolated for the evaluation of superoxide release, cytochrome
bsss and cellular glutathione-peroxidase activity. The results were compared to those
obtained from healthy controls by analysis of variance and Kruskal-Wallis test. The release
of superoxide by granulocytes was significantly higher in the patients with persistent
symptoms compared to healthy individuals or patients with intermittent symptoms
(p<0.05). Mononuclear cells stimulated by PMA also released more superoxide in
asthmatic children with FEV,;<60% than in healthy controls and patients with milder
obstruction (FEV>60%) (p < 0,05). There was no significant difference in the cytochrome
bssg measurement nor in the cellular GSH-Px activity in granulocytes or mononuclear cells,
among groups of patients and healthy individuals. We conclude that superoxide release by
peripheral blood cells can be a parameter that correlates the inflammatory process in
asthma and the disease severity. Pharmacological modulation should focus on this

pathological finding.
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