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A resposta inflamatoria adequada,
depende da interacioc coordenada de fatoree humorais e
celulares. No caso da atopia, os mecanismos reguladores da
resposta imune parecem estar alterados, levando a estados
clinicos de hipersensibilidade. Dentre eles, encontramos a
asma broOnquica, caracterizada por uma resposta alérgica de
carater bifasico: a fase imediata e fase tardia. A fase
tardia particularmente, tem importdncia especial na asma
crdnica, sendo caracterizada pela inflamacio brongquica
pereistente, com a presenga de um vico infilirado celular,
com a presenga de linfdcitos, neutrofilos, macrdfagos e

eosindfilos (ELLIGS, 1988 - revisio).

A fase tardia da asma, tambem j3a foi
demonstrada em coelhos sensibilizados a antigenos inalantes,
bem como em caes expostos a estimulos inespecificos como o
pzbnio (HOLTZMAN e cols., 1983 e MARSH e cols., 1985). Apods
a provocacan bronquica e o desencadeamento das resposta

inflamatodria, ocorre uma correlacio temporal estreita entre

o desenvolvimento da hiperreatividade brOonquica e a
infiltrac8o de polimorfonucleares (PMN) no paréngquima
pulmonar do c3op (HOLTZMAN e enls., 1983, bem comp ©

aparecimento de PMN, mondcitos (MON) e eoaind?ilas no lavado
bronquico dos coelhos (MARSH e cols., 19835). Tais fatos,
acontecem de maneira similar em humanos (METIGER e cols.,
1985). Ds mecanismos precisos pelos quais estas células
geram inflamacio das vias aéreas, bem como se S30 elas as

recponsaveis pelas lesBes dos brfinguios, ainda n8o foi



eaclarecido (AKTINS ¢ ZWEIMAN, 1985). Sabe-se entretanto gque
em c3ec neutroplnicos expostos ao ozdnio, n3oc ocorreud
inflamac3o das vias aéreas, nem hiperreatividade brodnguica
{0 BYRNE e cols., 1984). CARROLL e cols., (198B5),
verificaram ainda uma elevag3oc na concentracl3o sérica do
fator quimiotdtico de neutrofilos de alto peso molecular
apis Provocagao bronquica, asspciada a um aumento na
expressio dos receptores C3b dos PMN e MON circulantes,
levantando a possibilidade gue nesta situac3o, ocorreu um
recrutamento de células portadoras do receptor de

complemento a partir de um compartimento n@o periferico.

0 eosindfilo, tambeém contribui para os
mecs inflamatdrios da asma. Eosinofilia sanguinea e
tissular se correlacionam estreitamente com o grau de
obstrugio brbnquica, tanto na asma alérgica e n3o alérgica
(HORN e cole., 1973). Ds mecanismos pelos qualis oOS
eosinofilos podem lesar os brénguios incluem: liberacio de
leucotrienos, prostaglandinas e tromboxane (JORG & cols.,
1982); sintese e liberagio da proteina bdsica dos granulos
("Major Basic Protein”- MPB), a «qual € toxica para o
epitélio pulmonar (GLEICH e cols., 1979), altera o batimento
ciliar (FRIGAS e cols., 1986) e contribui para a liberacio
de histamina de basdfilos e mastdcitos (0D DONNELL e cols.,
1983); aléem de liberagio de metabdlitos do oxigénio,
recanhecidamente tdwxicos para o parénquima pulmonar (PRIN e

cols ., 19843 .
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8] macrafago alveolar, normalmente
executa as tarefas de fagocitose, processamento antigénico e
expressio de mediadores, mantendo as vias aéreas estéreis e
livres de particulas (FOWLER e SCHWARTZ, 1%B4). Alem de um
receptor Fc para IgG, o macrdfago alveolar também & portador
de receptores de baixa afinidade para IgE, que aquando
ocupados por imunocomplexos, tornam esta célula ativada
(DESSAINT e cols., 1979) e capaz de produzir: substdncias
quimiotdticas para neutrofilos e eosindfilos (FORD-
HUTCHINSON e cols., 198@); metabdlitos do acido aracddnico,
incluindo o potente LTB4 (BORGEAT e SAMUELSSON, 197% a, b,
c, e d) ¢ (NAGY e cols., 1982); fator ativador de plaquetas
("PAF™) (BENVENISTE, 1974), que causa quimiotaxia de
neutréfilos, contracgic do misculo liso, vasodilatacdo,
aumento da permeabilidade vascular, agregac3o plagquetadria e
liberac3c de enzimas lisossomais com atividade inflamatoria
(0 'FLAHERTY e WYCLE, 1983 e JOSEPH e cols., 1983). Estas
propriedades dos macrdfagos alveplares, sugerem um
importante papel deste grupn de células, na determinacdo da

hiperreatividade brbngquica e obstru¢3oc de vias aéreas.

4 habilidade dos fagdcitos ao migravem
direcionalmente em vesposta a um sinal quimiotdtico, e tida
como de grande importdncia para o rdpido e preciso acumulo
extravascular destas ceélulas (VALERIUS, 1%84 - revisio).

Eztas, ao migrarem da civculacdo para os locais lesados por



agentes fisicos, quimicos ou microbianos, fagocitam os
invasores e/ou liberam enzimas lisossomais, para a digest3o

de substancias estranhas (GAMMON, 1979 - revisBo).

0 termo quimiotania, foi usado
indiscriminadamente no passado, para descrever gualsgquer
eventos de mioracfo celular, gquimicamente induzidos. Com ¢
objetivo de uniformizar a terminologia referente ao processo
de migracio leucocitaria e interpretar corretamente o
comportamento dos leucdcitos “in vitro™ e "in viwvo”, KELLER
e cols., (19277); ZIGMOND, (1977) e VALERIUE, (1984),

propuseyram as seguintes conceituacBes -

1- MIGRACXD AD ACASD: nz qual o eixo da
célula nipo estz orientado para nenhum estimulo e n3c ha

predominio de uma direc80 em particular.

2~ QUIMIOCINESTA: na gqual a velocidade
pu frequéncia de migrac3o ¢ determinada por substancias no

meio ambhiente.

3- POLARIZACE0: na qual a célula adguire

a configuvracio de uma célula que wvai migrar.

4- ORIENTAGCAD: na qual a polariracan se

da em fun¢cio de um gradiente gquimiotatico.

g5—- QUIMIDTAXIA: na 4qual =a migragio
relular e direcionada através de um gradiente de

concentracio de fatores guimiotaticos. 00 processo  incliuil



&
trés fases: (A): SENSITIVA: na qual a celula detecta a
presenga do quimioatraente e a direc3o do gradiente de
concentracio; (B)Y: TRANSDUCAD: na qual o sinal é traduzido
pelos mensageirnos celulares; {(L): EFETORA: na qual o

aparelho locomotor da célula se torna ativado.

Com o estabelecimento das técnicas que
permitiram o aprofundamento no estudo da migracio
leucocitaria, muitas publicagfies surgiram no decorrer das
décadas de 1970 e 1980 analisando aspectos fisiologicos e
fisiopatoldeicos deste fenBmeno. HILL e QUIE, (1974) e
posteriormente em outros trabalhos (HILL e cols., 1976 (a) e
HILL e cols., 19764 (b) ), descreveram uma sindrome
caracterizada por infeccBes recorrentes, manifestacoes
alérgicas cuténeas, eosinofilia, hirerimunoglobulinemia E e
deficifncia nha quimiotaxia de PMN. CLARK e cols., (1973},
descreveram um caso de uma menina portadora de infecgbes
piogénicas recorrentes na pele, varios episddios de
pneumonias estafilocdcicas e candidiase mucocutdnea crbnica
entre outras manifestacBes e que cursavam com eosinofilia e
elevacio dos niveis de IgE. Esta paciente apresentava uma
falta de resposta de seus granulocitos aps agentes

quimiotaticos e um defeito na imunidade celular.

A partir desses trabalhos, foram
rnublicados dezenas de casos de pacientes povtadores da
chamada sindrome da hiperimunoglobulinemia E, dermatite

atdpica, asma brdnquica, rinite alérgica, alergia alimentar



e urticdria com graus varidvels de associacBc entre si,
ligados a um defeito na quimiotawxia de PMN e MON, via de
regra sem correlagio com niveis séricos de IgE ( BLUM e
cols., 1977; CHURCH e c¢ols., 1974; DE CREE e cols., 1978;
FONTAN e cols., 1976; JACOBS e NORMAN, 1977; ISSEKUTZ e
cols., 197%; ORTEGA e cols., 198¢; YODA e cols., 1980, BECK
e cols., 1980, de SHAZO e cols., 1982; GALLI e cols., 1983;
CHICAZAWA e cols., 1984; GOLIGOD e cols., 19B4; ERLICH e

MATTISON, 1984; TERNOWITZ e HERLIN, 19846 e KAPLAN e cols.,

1987 .

Em particular, na asma brdnquica, CAIRD-
CUETO e «cols., (1981) e ORTEGA e cols., (1979), descreveranm
um defeito na quimintaxia de PMN de criancas com infecgdes
recorrentes do trateo respiratdrio, nio correlacionado com os

niveis sericos de IgE.

Defeitos n= migracde fagocitaria no
entanto, nio s8o0 atributos exclusivos da doenga atdpica.
Varias outras doengas primdrias do sistema imune e moléstias
sistémicas com origem em outrps drgBos, também demonstram
deficiéncias neste setor. Dentre muitos exemplos temos: (&)
Imunodeficiéncias primirias: deficiéncias de fracgdes do
sistema complemento (Cir, ce, C3, £4 e Ca),
hipogamagliobulinemias, sindrome de Chédiak-Higashi, sindrame
do leucodcito preguicoso, sindrome da disfung3oc actinica,
deficiéncia de alfa-manosidase, periodontite idiopdtica

juvenil e sindrome de Wiskott-Aldrich; {BY D[opengas do



colageno: lupus eritematosc sistémico e artrite reumatdide;
(C) Malignidade: doenca de Hodgkin, sindrome de Sézary e
canceyr de maneivra geral; (D) Outras patoliogias: distidrbios
da fibrindlise e da gevacho de <c¢ininas, cirrose hepatica,
sarcoidose, deficiéncia de alfs-i antitripsina, uremia,
glomerulonefrites, injuria termica. sindrome de Kartagener,
doengzs enxevipo wversus hospedeivo, icticsee e sindrome o=
Down; (E? Infec¢hes agudas ou cronicas: infeccies
bactevianas ou virais, tuberculose ativa e lepra lepromatossa

(GALLIN, 198B@:.

A iitetatura medice e controversa guanto
ac aspecto da mailor susceptibilidade acs infeccbes enm
atopicos. Seaundo BUCKLEY (1988}, =a evidéncia clinita mais
convincente associando 1imunodeficiénciz e atopia, deriva do
fato de haver malor incidénciz de doence atopica e/ou
producac excessiva de IgE entre pacientes com certas fovmas
de imunodeficiéncia primaria como na sindrome de Wiskott-
Aldrich, deficiéncia seletiva de Igh, sindrome de Nezelof e

sindrome de Di-George.

No caso da devrmatite atopica e da
hiperimunoglobulinemia £, ha grande tendéncia as infeccles
recorrentes de pele ne forma de abressos frics, causados por
Staphylococcus aureus e Hemophilus influenzae (CHIKAZAWA e

cols., 19B4y. HILL. (4954, ao revigar o material de

necrGpsia de 26 casos de eritroderms atopico, encontrou como

£



causa de oObito de quase todos casopse, infeccdo generalizada
por 5. aureus. Dtite média também foi encontrada na maioria
dps casos, porém esta poderia ser decorrente da baixa faixa

etaria dos casos.

Na asma brdnquica em particular, MINOR e
cols. (1974}, mostraram em um estudo longitudinal
controlado, uma maior incidéncia de infec¢Bes virais mas nap
bacterianas, no tvato respiratorioc de criangas asmiaticas,
quando comparadas as normais. CAIRO-CUETO e cols., (1981),
ao estudar um grupo de 25 criancas asmaticas com infeccOes
recorrentes do trato respiratdrio, demonstrou que na maioria
das vezes, a bactéria isolada a partir de exsudatos da

faringe foi 8. aureus.

fis bases fisiopatoldgicas para tais
fendmenos também sio controversas. Na dermatite atopica e na
hiperimunoglobulinemia E, o defeitc na guimiotaxia ﬂms
fagocitos € implicado como um fator primdrio na determinacio
de infec¢Bes recorrentes (CHIKAZAWA e cols., 1984). Discute-
se s& ©O praoblema ocorre primariamente na celula (BLUMM e
cols., 1977; CHURCH e cols., 1974; HILL e cols., 1974;
PINCUS e «cols., 1973; VAN SCOY e cols., 1975, deSHAZO e
cols., 1982) ou se fatores inibitdrios da migragd3o estio
presentes no soro destes doentes (MATSUMOTO e cols., 19814,

FRIEDENBERG e cols. 1979, ERLICH e cols., 1984).

Nos pacientes com asma bronguica

atopica, observou-se que seus linfocitos tem uma reduzida



capacidade de transformagao blastica ao serem estimulados
com fitohemaglutinina, bem como um defeito na reagdo cutanea
de hipersensibilidade tardia ao antigeno do towdide tetanico
{(GROVE e cols., 1975). Em outros estudos “in wvitre"
realizados em asmaticos demonstrou-se que a capacidade de
forma¢do de rosetas pelos linfocitos T se encontra diminuida
(CHISARI e «cols., 1974; GAZANSHAFFI e cols., 19764). CAIRD-
CUETO e «cols., (192Bf), mostraram que num grupo de 25
criangas asmaticas com infecgbes recorrentes do trato
respiratorio, ocorreu uma relacdo inversa entre os niveis
sgricos de IgE e a subpopulagio de linfdcitos T ativos. Tais
fatos sugerem que os pacientes atopicos cursam com uma
depressdo na imunidade celular. ORTEGA e cols., (1980),

advogam uma base hereditaria para a ewxplicaclo desses

fendmenos .

Durante décadas, a teofilina tem sido
empregada como um potente broncodilatador no tratamento da
asma aguda. Atualmente entretanto, seu wuso clinico mais
importante € de um profilatico eficaz no controle dos
sintomas da asma crdnica (HENDELES e cols., 1988).
Quimicamente, ela € uma wantina dimetilada similar em
estrutura as wantinas cafeina e teobromina, presentes na
dieta cotidiana (café, chds e chocolates) (HENDELES e

cols . ,1288) .
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Provavelmente, a teofilina vrelaxa a
musculatura lisa bronquial por um mecanisme distinto dos
simpatomimeéticos. A inibigdoc da fosfodiesterase resultando
na inibi¢8o0 do catabolismo de 3",5"-adenosina monofosfato
(AMP ciclico) promovendo seu acdmulo intracelular, € um
mecanismo proposto. Tzl efeito povem, foi observado 7in
vitro", em concentracBes de teofilina que seviam toxicas, se
utilizadas "in wvive" (BERGSTRAND, 1980@). Além disso, outros
inibidores da fosfodiesterase como dipiridamol e papaverina,
nao s3o broncodilatadores. Em alguns experimentos, sugeriu-
se que a teofilina antagonizava prostaglandinas (HORROBIN e
cols., 1977), vporém os efeitos no cdlcio intracelular
(AUBIEN e c¢ols., i1983) e uma maior ligag3o do AMP ciclico a

sua proteina ligadora tambem foram descritos (MIECH e cols.,

12793 . A teofilina demonstrou ser um antagonista da

i1

adenosina 'in wvitro™. Entretanto outra metilxantina, a

emprofilina, tem maior efeito broncodilatador e nao
antagoniza adenosina. Este achado sugere que o antagonismo
entre adenosina e teofilina estd relacionado aos seus
efeitos diurético, cardiaco e no sistema nervoso central e
nio necessariamente 3 atividade broncodilatadora (HENDELES e
cols., 1988). Apesar de a teofilina n3o inibir o resultado
dos testes alérgicas cutldnens, ela reduz a resposta aos
testes de provocaclo brdnquica a histamina, metacolina e a
alguns antigenos inalantes (McWILLIANS e cols., 1984). Tanto
em voluntarios normais come em portadores de doenga pulmonar

pbetrutiva crbnica, a teofilina em niveis terapduticos, &



capaz de diminuir a fadigas e aumentar a contratilidade do
diafraagma, reduzindo significativamente o esforgo

respivratorio (MURCIANO e cols., 1984).

0 efeito broncodilatador da teofilina é
propoarcinonal ao legaritmo da concentragdo sérica  entre os
vaiores de S5 a 26 mcg/ml (LEVY ¢ cols., 1%735). Sua maior
eficacia em concentragbes séricas acima de 10 mcg/ml  foi
relatada por TURNER-UWARWICK, (1937) e posteriormente por
JENNE e cols., (1972), num estudo controlado duplo cego de
criangas com asma crbdnica, onde o controle eficaz dos
sintomas ocorrevam quando os niveis seéricos da droga eram
superiores a 1@ mcg/ml. Guando a concentracdo excede 2@
meg/ml, o visco de efeitos adversos aumenta muilto e quando
proximos de 4¢ mcg/ml convulsio e morte podem ocorrer
(HENDELES ¢ cols., 1977). Desta maneirz, a relac3o risce
beneficio ideal se encontra entre 1@ e 20 mcg/ml no sangue,
sendo esta, a ftaiuxs terapéutica aceita como ideal

(WIENBERGER, 1984).

A teofilina e vrapida e compietamente
absorvida pelo trato gastrointestinal com pico apds 2 horas
da administracio oral da droga, gquando associada &
etilenodiamina f{aminofilina) Uma vez absorvida, ela se
distribul rapidamente para o extracelular e em pequena monta
para o intracelular. Sua eliminacBc se di fundamentalmente
por dimetilacdo e oxidac3o. As doses orals ou intravenosas

preconizadas para a manuten¢gdo da faixa terapéutica estao



entre 146 e 206 maglkasdia, divididas em 4 doses {aminofilina)

(WEINBERGER, 1284).

Na tentativa de esclarecer os varios
mecanismos de ac3o da teofilina nos individuos atdpicos,
muitos estudos foram publicados nos Jltimos 1S anos,
=rnalisando aspectos da interacic da droga com ceélulas deo

g1t ema 1mUne .

SHORE e «cols. (1978), sepavaram duas
subpopulagdes de linfocitos T humanos a partir do sangue
periférico, baseado no efeito inibitdrio da teofilina sobre
a formacac de rosetas com eritrocitos de carneiro. Estas
duas subpopulacdes, denominadas teofilina resistente (Tr) e
teofilina sensivel (Ts) na formacd3o de rosetas, mostraram
ter func¢Bes distintas na imunorregulacio da sintese de
anticorpos. As ceélulas Ts, mostraram atividade supressora,
enquanto as c¢8lulas Tr, atividade estimuladora, aquands =&
resposta foi avaliada pela técnica das células formadoras de

placa (PFC).

DAMLE e GUPTA (1%9B2), demonstraram que
s8o0 as celulas Tr, as que proliferam e potenciam z resposta
nas culturas mistas de linfdcites (MLC) de ceélulas néo
fracionadas. As celulas Ts todavia, respondem pouco tanto na
reatro autdloga como na alngengica da cultura mists de

linfdcitos (MLLCY e suprimem =2 vesposta das células Tr.

13



SCORDAMAGLIA e cols., (198BB), em um estude utilizando
celulas mononucleares do sangue periférico de adultos
normais, cultivadas na pPresenga de teofilina em
concentragbes dentro da faixa terap@utica, obserwvaram uma
inibi¢d3o da proliferacio das células T, guando estimuladas
com fitohemaglutinina e pelo anticorpo monoclonal T3. Tambem
a producio de interleucina 2 encontrou-se diminuida, quando
o estimulo foi a fitohemaglutinina. Tais inibicdes foram
dose dependentes e estritamente relacionadas & presenca da
droga na cultura, sugerindoc que esta age nas estruturas

relacionadas ao complewxo T3/Ti.

Em particular no sistema fagocitico,
BRYANT & SUTCLIFFE, (1971) e LACKEE, (1974), obtiveram uma
diminui¢B8o na aderéncia de PMN de humanos e de coelhos
respectivamente, guando a teofilinaz foi empregada na
cultura. TSE e cols., (1972), observaram uma diminuicao na
quimiotaxia de FPMN humanos c¢om o emprego da droga “in
vitro”. FISHER e cols., (198@), encontraram uma reducdo
meédia de 33% na quimiotaxia de MON de um grupo de atdpicos,
quando a tenfilina foi empregada na cultura nas
concentracBes entre 40 e 20 mcg/ml . COX e KARNOVSKY,
(1973}, emcontraram uma diminuic8o da incestBo de particulas
de zimosan por PMN de cobaias, bem como uma diminuicBo na
oxidac8o de [1-14Clglicose para C02 marcado, normalmente
aumentada na fagocitose. BOURNE e cols., (1971), observaram

uma diminui¢do da sintese de grianulos licossomais bem como

da atividade candicida de PMN humanos. KYONG e cols.,

i4



(1982}, ao estudarem um grupo de 25 pacientes, asmdticos,
demonstraram uma menor capacidade bactericida de PMN sobre a
cepa D562 de &. aureus, tanto nos pacientes como em
voluntiarios sadios, recebendn teofilina via oral durante 3
dias, sendo tais alteracbes significativas gquande os niveis
séricos da droga eram superiores a Bmcg/ml. NIELSON e cols.,
(1982), utilizando PMN de adultos normais, mostraram uma
inibi¢30 sobre o "burst” respiratorio, bem como uma
potenciacdo dos efeitos catecolaminicos provocados pelo
isoproterenol, quando teofilina e emprofilina (nao
antagonista da adenosina) foram empregadas na cultura. Tais
efeitos foram dose dependentes e ja notados a partir de
concentracBes baixas (4,8 mca/ml). Na faixa terapButica, a
inibi¢3o média do “"burst” respiratorioc foi de 35 a 40%.
NIELSON e cols., (1988), empregando teofilina em culturas de
PMN bumanos, na concentrag3o de ?mcg/ ml, obtiveram uma
diminuicd3o de 50% na geraclio de leucotrienc B4 (LTB4), de
0% na geracdo de metabdlitos do oxigénio e aumento de 196%
na concentragdo de AMPc intracelular. Polimorfonucleares de
8 voluntarios adultos recebendo teocfilina oral (nivel
plasmiatico médio de %,4mcg/ml) durante uma semana, mostraram
um aumento de 160X na concentracdoc de AMPc intracelular e de

2¢e%., gquando o isopraterenol foi adicionado na cultura.

Em 1948, LICHTENSTEIN & MARGOLIG,

apresentavam a primeira evidéncia experimental, gue niveis



elevados de AMPc noe  leucdcites resultariam na inibigao da
jiberacao de histamina de basofilos, quande estimulades por
antigenns, num modelo "in wvitro” de  hipersensibilidade

imediatsz .

Guando basdfilos e mastdcitos humanos
foram expostos a agentes beta-adrenérgicos, prostaglandinas
E e 2a enterotoxina da cdlera (que se liga & uma subunidade
da adenilato-ciclase), as concentracbes de AMPc
intracelulares aumentavam rapidamente e se correlacionavam
com a2 veducgdo da liberag3o de histamina e substdncia lenta
da anafilaxia {"8R5-4") (BROCKLEHURST, 1988 e .
1946¢; BDURNE e cols., 197%1; BOURNE e cols., 1972, ASSEEM e

SCHILD, 1949 e ISHIZAkA e cols., 1971).

A resposta  imune mediada por celulas,
também s3c inibidas por agentes gque aumentam o "turnpver” de
AMPc (beta-adrenéraicos e prostaglandina E), influenciando
na resposta citotoxica por interferir com a celula T

"killer” (LICHTENSTEIN & cols., 1973; HENNEY e cols., 1972 e

WOLBERG e cols., 1975y, Também a sintese de anticorpos em
culturas mistas de linfocitos, g5e encontra
significativamente diminuida em condigboes experimentals

similares (MELMON & cols., 1974

A interacio entre um ligante (hormdnio,
nucleosideo ou mediador da inflamacion) e o vreceptor
estimulador da adenilato-ciclase (Rs), induz a ativag3ao da

ciclase, hidrolise do ATP, e aumento do "turnover” celular
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de AMPc (SCHULTZ e cols., 1988). 0 complexc rveceptor-
adenilatociclase consiste de tres componentes: o receptor,
ag proteinas G & a subunidade catazalitica (GILMAK, 19807 -

revisan) .

As proteinas G s3o uma familia de
proteinas de membrana, gue ligam guanina nucleotideo e
promovem a transdugao dos sinais do receptor & enzima
efetora. Estas proteinas, também regulam o “turnover” de
AMPc, inibindo ou estimulando =z atividade da adenilato-

ciclase (CASEY e cols., 19BB - revisio).

0 catabolisme do AMPc ¢é mediado pela
fosfodiesterase AMPc-dependente. Os receptores
intracelulares de AMPc sioc duas ispenzimas (proteinaquinase
AMPr~dependente) com duas subunidades cataliticas (D)
idénticas de 40 kDa, mas gque diferem em suas subunidades
regulatdrias (R). Estas iscenzimas, denominadas proteinas-
quinases & sdo de dois tipos, I e 11. SEp compostas de duas
subunidades regulatdrias: RI (48 kDa} e RII{(S54 kia:’
respectivamente, com propriedades fisicoquimicas distintas.
Ambas isoenzimas s8c ativadas atraves da ligag8o do AMPc as
subunidades R, resultando na dissociacloc da holoenzima para
um complexs de duas subunidades R e AMPc, e para duas
subunidades C ativas (KREBS e BEAVUD, 1979; FLOCKHART e

CORBIN, 1981 e LOHMAN e WALTER, 1984).

s dois wmecanismos conhecidos, pelos

quais o AMPc realiza seus efeitos fisioldgicos, sio: (&)
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fosforilacido dos residuos de hidroxi-amincdcidos peias
subunidades cataliticas 1livres e (B) transporte do AMPc
pelas subunidades RI e RII ao nuclens da célula, onde
acvedita~se que o complexo R-AMPc ligue-cse ao DNA e altere a
transcric8oc génica, ou ainda no citoplazsma onde o complexo
possa alterar eventos pos-transcripcionais. As subunidades
cataliticas, também foram identificadas no nicleo de alaumas
celulas. Ppstula-se portanto, que estas possam regular =2

expressao génica (KRERS e BEAVO, 1979).

Levando em consideragiao © conjunto
dessas informacdes, sugeriu-se que o AMPc inibiria, ou
regularia para menos as fases de amplificagdo e efetora da
resposta imune, servindo para proteger o individuo dos
efeitos deletérios de uma resposta desrregulada. Desta
maneira, =a via adenilatociclase-AMPc-proteinaquingse A,
funcionaria como um sinal de “desligar” na resposta

imunologicas (KAMMER, 198% - revisao).

Como wvimos, apesar do usoc comum da
teafilina no tratamentc da asma brdnquica, nem seus
mecanismos bioguimicos, nem os sitios teciduais de acaoc da
drpga est3do bem comprendideos. Tio pouco, estdoc compreendidos
os aspectos da imunorregulagio, gue potencialimente levam os

atdpicos & uma maior suseceptibilidade &8 infecgdes.
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E muito provavel que a teafilina € seus
efeitos sobre as ceélulas do sistema imune, tenha especial
importancia na reagao tardia da asma, visto que é nesta fase
que pcorre maior atividade quimiotatica serica dos
neutrofilos (NAGY e cols ., 1982), maior infiltrac3o pulmonar
por PMN (MARSH e cols., 1985%) e maipr ativacBo dos faedcitos

{(NIEJENE & cols., 1985).

Na tentatiwva de contribuir para a
compreensaoc de tais problemas, nossn  trabalho tem como

phietivos:

GERAIS: awvaliar alouns aspectos da
resposta imune em criancas asmaticas crBnicas, com destaaue
para a8 migrac3o dos fagdcitose, mediante uso tevapdutice ou
nio de teofilina e verificar se nesta avaliag8o, € possivel
discriminar o0Os fatores de rFisco que levam & maior
susceptibilidade as infeccbes, bem como se¢ 3 teofilina enm

dose terapéutica, influencia nos resultados.
ESPECIFICOS -

(4) Comparar os valores da migracio
espontaneas e estimulada de PMN E MON do sangue periférico

“in vitro" durante & apos o usoc terapéutico de teofilina.

(B} Correlacionar os valores de migragio
dns fapodcitos com os niveis séricos de teofilina, de AMPc e

de IgE .
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(C) Verificar se ns niveis séricos das
imunoglobulinas IgA, IgG, IgM e IgE; das fragoes C3, C4 e
atividade CHD5@ do complemento; de AMPc; de teofilina; os
valores da migracao de PHN e MON "in vitro” e a contacem dos
leucocitos totais do sangue periférico, possibilitam
discriminar dentre as criancas portadoras de asma crénica,

aquelas de maior susceptibilidade As infeccdes.

e



MATERIAL

=

METODOS .
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2.1 PROTOCOLO DE INVESTIGACAD CLINICA.

Foram estudadas 3¢ criangas portadoras
de asma crdnica, ou asma grau IV segundo critérioc de
KRAEPELIEN ¢ cols., (1958) modificado por RIBEIRO, (1%87).
Todas ‘frequentaram regularmente s} Ambulatorino de
Imunologia, Alergia e Preumologia do Departamento de
Pediatria da Faculdade de Ciéncias Meédicas da UNICAMP,
acompanhadas de seus pais ou responsaveis, 05 quais
receberam explicacflies sobre a natureza ¢ o0s objetivos do
estudo e questao, reaglizado somente com o seu

ronsentimento.

0 autor responsabilizou-se pela primeira
consulta ¢ acompanhamento clinico dos doentes duvrante 18
meses, dando é&nfase especial na identificagSoc das seguintes

varidveis clinicas:

i~-Referentes a0 Diagndetico de Asma

Bronquica

-Idade de inicip e agravo da doenca

-Fatores desencadeadores das crises
asmaticas: inalantes, “gtress” emocional, exercicino,

variag8o0 climatica, infecgdes e outros.

-Concomitfincia entre asma e: vrvinite
aleévrgica, urticaria, eczema, alergis alimentar, estrdfulo e

anglioedems .



P~Referentes aop Diagnostico de Infecgebes

Recorrentes do Trato Respiratdrio:

-Idade de inicio.

~lLocalizagio: seios da face, ouvido

medio, faringe, amiodalas, laringe, brbnguios e pulmbes.

3-Referentes a Alteragdes Anatdmicas

Pulmonares como: bronguiectasias, atelectasias e enfizema.

4-Inicio dz Imunoterapia para Antigenos

Inalantes.

S5~-Referentes ao Diagnostico de QOutras

Doengas Concomitantes.
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2.2 PROTOCOLD DE INVESTIGAGCAD
LABORATORIAL .

A investigac¢3o laboratorial foi
realizada em duas fases: inicialmente o paciente foi

prientado a usar somente teofilina de liberaci3o rapida, via
oral, na dose de 3mg por kilo de peso corpoval a cada é
horas, durante 1@ dias. Decorrido este prazo, coletou-se
wangue pOr puncao de veia periférica, 2 horas apos a dltima

dose de teofilina, para a realizaclo dos seguintes exames:

(A): Dosagem dos nivels séricos das

Ptracbes (3 e 4 2 da atividade CHS5® do complemento.

(BY: Dosagem dos niveis séricos das

imunoglobulinas: IgA, IgM, Ig6 e IgE.

(CY: Dosagem dos niveis séricops de

teofiling.

(Dy: Dosagem dos niveis plasmaticos de

A4MP ciclico.

(EY: contagem dos leurdcitos totais.

(F): quimiotaxia dos PMN e MON.

Apos esta avaliac3c inicial, o paciente
foi acompanhado pelo aut or e por uma equipe
multidisciplinar, até que apresentasce melhora clinica, que

Fa) permitisse permanecer Sem I2-%-1e qual quer droga
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broncodilatadora, por um periodo minimo de uma Ssemana,
quzando  nrOva ampsira de sangue foi coletada para a
determinacdo da quimiptaxia dos PMN e MON, dosagem sérica de
tecfilina, dosagem plasmatica de AMP ciclico e contagem dos

leucocitos totais.

Para ser incluido no grupo de estudo, o
paciente ndo poderia se entontrar em wvigéncia de processo
infeccioso agudo, nfo estar usando drogas antinflamatdrias e
nem ter recebido transfusio de sangue ou hemoderivades, nos

3¢ dias precedentes ao inicio da investigacio.



2.2.1 DETERMINACAD DOS NIVEIS SeRICOS DO

COMPLEMENTO TOTAL (CHS5@) .

Foi empregada a teécnica de KABAT e

MAYER, (1%941).

g.2.1.1 aMDSTRA DE SOR0 HUMAND.

Foram utilizados tubos Vacutainer
simples para coleta individualizada de sangue, POr PUnRg&D
asseptica de veia periférica. A seguir, o0s tuboe foram
transportados em banho de gelo até o laboratdrio, onde foram
deiwados em temperatuva ambiente por 3¢ min para a retracio
do coagulo. Foram centrifugados a 200 x o durante 10 min., =2
2 graus centigrados, sendo coletadeo o soro sobrenadante, o
gqual fpi imediatamente estocado a menos 7@ graus

centigrados, até o momento dz titulacSo.

g.2.1.2 PREPARD DE SOLUCAD SALINA

TAMPONADA COM BARBITAL .

A soluc8o salina tamponada com barbital
(S5B) @,15M PH 7,4 foi  preparada no Laboratodrio de
Imunopatologia deo Departamento de Patologia Clinica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, a partir de uma

splucdao 5 % concentrada composta de-

acido dietil barbitdrico- 1,4375 g

barbital sddico- 86,9375 g



MgClic-6& H2@- ©,2541 g

Catla~ 2.2415 o
Nall- 24,25 g
agua destilada- gsp 508 ml

Todos sais empregados, foram fornecidos

pela Siema Chemical CO., Saint Lpuis, EUA.

2.2.1.3 PADRONIZACAD Do SISTEMA

HEMOLEITICO.

Hemacias de carneiro conservadas em
solucdo de Alsever estéril a 4 gavaus centigrados, foram
lavadas 4 wvezes em S8B €,15 M, pH 7.4 & ressuspendidas pars
4% em SSB. A suspensio de hemacias foi padronizada segunde
uma densidade dptica de €,5 +/- 6,82, em um comprimento de
onda de S545nm de um espectrofotimetro Spectronic 21 Baush

Lomb, usando cubetas cilindricas medindo 1€ x £50 mm.

Hemolisina de coelho anti hemacia de
carneiro CECON, fpi diluida em SSB para um titulo de 1/200 ¢
a partir desta solucic mie, seriadamente de 1/200¢ ate
1/512000. A uma mistura de ©,3 ml de cada diluigc3ec de
hemplisina com @.3 ml de hemdacias padronizadas, incubadsa
durante 16 min em temperatura ambiente com agitagao
ocasional, fol acrescentado .9 ml de pool de sovos humanos
diluido a 1/12® com SS8B. A esta dltima mistura, apods

incubacio durante 3¢ min a 37 graus centigrados sob



agitag¢ao, foi acrescentado 1,5 ml de SSB gelada,
centrifugada a 200 x ¢ durante 5 min, e lida a densidade
gptica do sobrenadante em um comprimento de onda de 343 nm,
contra um tubo brance, constituido de @,3 ml de hemacias
padronizadas € 2,7 ml de S5SB e um tubo hemdlise total,
constituido de ©,3 ml de hemacias padronizadas e 2,7 ml de
dgua destilada. A dose otima de hemolisina, foi aquela capaz

de dar o mawimo de hemtlise com a menoy quantidade.

2.2.1.4 TITULACAO DO COMPLEMENTO.

A titulag8o do complemento no soro dos
pacientes foi feita em triplicata, misturando~se @,éml do
sistema hemolitico {hemacias padronizadas ligadas a
hemolisina em dose otima), @.45 ml de S5SB gelada e ©.40 ml
de cada dilui¢lop da amostra em S58B. O tubo brance, consistiu
de ¢,9 ml de S8B e @,46 ml do sistema hemolitico e o tubo
hemdlise total, de ©,% ml de &Agua destilada e ¢,6 ml do
sistema hemolitico. 0Os tubos foram incubados durante 3¢ min,
a 37 graus centiarados, com agitagaoc ans 15 min. A seguir,
foram acrescentados 1,5 ml de S8SB gelada em todos tubos,
sendo submetidos a centrifugac3oc a 200 x g por 3 min e
leitura da densidade 6ptica, em um comprimento de onda de
545 nm, contra o branco, e calculados os valoreas

pPropoOYCionals.

Ds valores de referéncia, foram aqueles

encontrados por NORMAN e col., (1975), estudando criangas

norte-americanas normais, pareadas por sexo, 1dade € raga.

28



2.8.2 DETERMINACKAO DO NIVEIS SERICOS DAS

FRACOES C3c E C4 DO COMPLEMENTD

Foi utilizada a técnica de imunodifus3o
radial (MANCINI e cols., 1965} para a determinacBo dos
niveis séricos das fragbes C3c e C4 do complemento, usando
placas de imunodifus3oc "Nor- Partigen C4" e “"Nor-Partigen
C3c” (Behringwerk A.G., Marburg, R.F.A.). As amostras de

soro foram obtidas e estocadas conforme item 2.82.1.1.

s valores de referencia, foram agueles
encontvrados por NORMAN e cols., (1973), estudandp criangas

norte-americanas sadias, pareadas por sexwn, idade e raga.

a9
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2.2.3 DETERMINACAD D0OS NiVEIS SegRICOS

DAS IMUNOGLOBULINAS IghA, IgG E IghM.

Foi utilizada a técnica de imunodifusdo
radial (MANCINI e cols., 1945) para determinac2o dos niveis
séricos de IgA, IgM e IgG; usando placas de imunodifusao
"Nor~Partigen” para IgA, IgM e IgG (Behringwerk A.G.,
Marburg, R.F.A}. As amostras de soro dos pacientes foram

pbtidas e estocadas conforme o item 2.2.1.1

s parimetros de normalidade foram
aqueles encontrados por NASPITZ e cols., (1982), estudando
um grupn de criancas e adultos brasileiros sadios, pareados

por idade & sexo.



2.2.4 DETERMINACAD DOS NiVEIS SeRICOS DE

IgE.

Foi empregada a tecnica de
enzimaimunoensaio em fase salida, wutilizando-se um Kif
"ARBOTT IgE EIA” (Abbott Laboratories, Chicago, IL..E.U.A.J,
de acordo com técnica descrita por JOHANSSON, (1978) e YMAN,

e cols.,, (1981).

Foram colocadas em duplicata, 5¢
microlitros das amostras de soro dos pacientes (obtidos e
estocados conforme item 2.2.1.1), padrdes g controles nos
pocos de  reaclo EIA, contendo 20@ microlitros de tampdo
fosfato. Em cada poco, foi colocada uma esfera recoberta com
anticorpo de coelhoe anti IgE humana. As placas foram
tampadas e agitadas levemente, de maneira que a mistura
fosse adegquadamente homogeneizada, recobrisse totalmente as
esferas e nioc contivesse bolhas de ar. Decorrido um periodo
de incubac¢io de 3¢ min em banho maria a 37 graus
centigrados, os pocos foram lavados automaticamente em um
aparelho MQuitkwash™. & seguir, em cada poco, fovram
adicionados 200 microlitrops de anticorpo de cabra anti IgE
humana, conjugado com peroxidase de rabanete, numa
concentracaoc de $,85 microgramas/ml. As placas foram
tampadas, levemente agitadas, incubadas em banho maria =& 37
graus centiagrados durante 3¢ min e novamente lavadas em agua
destilada. Seguiu-se a transferéncia das esferas para tubos

de ensaio EIA, contendo 30@ microlitros do substrato OPD (O-
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Fenilenodiamina . 2 HC1), contendo 20@ microlitros de peroxido
de hidrogénio. A diluicBo do substrato OPD em tamplo citrato
fosfato foi considerada adegquada, gquando sua absorbancia em
um comprimento de onda de 492 nm, fosse menor que ¢,08. 0Os
tubos EIA brancos n8o continham esferas. Apds incubac¢io
durante 30 min em temperatura ambiente, a reacio foi
paralizada, adicionando-se 1 ml de acido sulfdrico 1 N em

cada tubo, seguido de agitacic em vortex.

Os resultados foram lidos e
automaticamente expressos em Ul/ml (1 Ui=g. .4 ngl,
utilizando-se o mddulo B do aparelbko Quantun 11 (Abbott
Laboratories). 0 espectro de detec¢ldo deste Kit varia de @ a
200 UI/ml. Se os resultados ultrapassassem este valor, as

amostras seriam diluidas em ate 50 vezes e submetidas a novo

ensain.

Os parametros de normalidade foram
aqueles encontrados por NYE e cols., (1??5? e KJELLMAN e
cols., (1974), aop estudar criangas e adolescentes norte-

americanos sadios, pareados por idade e sexo.
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2.2.5 DOSAGEM DOS NIVEIS SeéRICOS DE

TEDFILINA.

As amostras de soro foram obtidas e
estocadas conforme descrito no item 2.2.1.1. Para rigor
cientificn, a droga foi quantificada em £¢ amostras na
segunda fase da pesquisa, ou seja, quando os pacientes nio
deveriam toma-la. Inicialmente foi wutilizado o método de
fluorescéncia polarizada para as primeiras 3¢ amostras, em
regime  de colaboragio cientifica com  “Laboratodrio
Fleury"” (SA0 PALLO-SP). Posteriormente, com a implantacio do
Servico de Monitorizac8p Terapéutica do Departamento de
Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, as
ampstras restantes foram quantificadas pelo método de
cromatografia liquida de alta pressio ("HPLC"). Um total de
8 amostras foram ensaiadas pelos 2 métopdos, para estudo de

correlacio.

2.2.5.1 FLUORESCENCIA POLARIZADA.

Foi utilizado o metodo "TDx Theophylline
11" (Abbott Laboratories, Chicago, E.U.A), executado
conforme instrugBes do fabricante . Trata-se de um ensaio
competitivo idealizado por JDLLEY e cols., (19B1), onde
tforam empregados um anticorpo monoclonal de camundongo anti
teafilina, um marcador tonsistindo de teofilina
covalentemente ligada & fluoresceina e a amostra de soro do
paciente. A teofilina presente nas amostras de soro dos

pacientes, compete pelos sitios de ligac8c do anticorpo
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deslocando o marcador, o qual exibe fluorescéncia polarizada
muito menor, quando nfo ligado. 0 método € direto,
dispensandoc procedimentos de extracBc e com leitura e

calculn mutomdtico dos resultados.

€.2.5.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA

PRESSAD .

Foi wutilizade o método descrito por

WEIDNER, (1980) e OU e cols., (1982).

2.2.5.2.1 CONDICDES DE CROMATOGRAFIA.

Foi empyregada Lma cnluna “Merck
Lichrosorb RP 18", 1€ U, 250 x ¢ mm. & velocidade de fluxo
do cromatografo foi ajustada para 1,5 ml/min e a leitura do
material eluido, feita em um espectrofotdmetro automidtico
acoplado a coluna, num comprimento de onda de 273 nm, com

sencibilidade de ©,% a3 €,05.

2.2.5.2.2 PREPARD DO FLUIDO ELUENTE

(FASE MOVEL).

Meio ml de acido acético glacial foi
adicionado a 3500 ml de Agua destilada, ajustando-se o pH
para 7,8 com uma solugBo concentrada de hidroxido de sodio.
A seguir, foi inserido @,5 ml de uma soluc@o de
tetrabutilamBnio (TBA), preparada com acetato de sddic e
hidroxido de tetrabutilambnio/CH3 CN/CH3 OH=70/15/25. 0 pH

final foi =ajustadep para 4,7 ctom a&rido acético glacial. A



Qs
pssa mistura, foram adicionados PS5 m! de acetonitrilo e 123
ml de metancl,sendo a ceguir sonicada por 16 min, para a

remocio de bolhas de ar.
2. 2.5 2.3 PREPARD DOS PADRBES.

Fpi misturado a um pool de soro humano,
varias dilui¢fes de uma solugdo concentrada, contendo B@ mg
de teofilina para cada 100¢ ml de agua destilada, obtendo-se
aliguotas de 300 microl de padrbes, nas concentractes de &;
2,5; 5,0; 10; 20 & 40 microg/ml. Ds padrdes foram estocados

a menos 2@ grause centigrados, ate o momento do uso.
2. P % P .4 PREPARD DO PADRACD INTERNO.

Cem mg de beta-DH-propil-teofilina foram
dissplvidos em 1680 m] de metanol e estocadass a 4 graus
rentigrados. No momento da analise, esta mistura foi diluida

10 verses em agua destilada.
2.2.5.2.5 PROCEDIMENTO

Foram misturados em tubos de vidro: 15¢
microl da amostra ou padrées, 5@ micrpnl do padrao interno
diluido e 500 microl de acetonitrile. Apds agitag3o em
vortexn, os tubos foram centrifugados a 48¢ » g por 10 min.
Guinhentos microl do sobrenadante foram transferidos para
tubos de wvidro limpos e secos e submetidos a processo de
secagem atraves de um Jjato de nitrogénio. D residuo seco,

foi reconstituide com 186¢ microl do fluide eluente e



injetados num wvolume de 20 microl no cromatdarafo. Nao foi
realizado ensaio de recuperagado apos o procedimento  de
extragdo, pois em todas leituras foi wutilizado o mesmo
padr3c interno. Os resultados foram calculados comparando-se
o registro grdfico automidtico das amostras em rela¢c3oc aops

doe padroes.

3
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2.2.64 DETERMINACAD pos NIVEIS

PLASMATICOS DE AMP CiCLICO.
2.2.46.1 OBTENCAO DO PLASMA.

As amostras de sangue dos pacientes
foram coletadas em tubos Vacutainer contendo 4mM de
tetracetato de etileno diamina (EDTAY e transportados em
banho de gelo até o laboratdrio. O plasma sobrenadante foi
coletado apos centrifugacio imediata =2 200 x g durante 16
min a 2 araus centigrados e estocado a menos 78 graus

centigrados afé o momento da dosagenm.
2.2.6.2 DOBAGEM DO AaMP CiCLIECD.

Foi empregada a técnica de cintilag3o
liguida, utilizando um Kit “Amersham TKR 438“; para
determinac3do plasmidtica direta do AMP ciclice (TOUEY e
cols., 1974). (Linquenta microlitros das amostras & dos
padrbes em duplicata foram inseridos em tubos de wvidro,
seguidos de 5€ microl de AMP ciclico triciado e de 100
microl da proteina ligadora reconstituidos conforme
instrucBes do fabricante. Os controles foram: carvio branco
consistindo de 150 microl de tampao tris/EDTA ¢,65 M, pH 7.5
e 59 microl de AMP ciclico triciado; e zero dose constituido
de 50 wmicrol de tampi3o tris/EDTA, 5@ microl de AMP ciclico
triciado e 100 microl de proteina ligadora. Apds agitaclBo em
vortex, os tubos foram incubados em vrepousoc a2 £ graus

centigrados por 2 horas.



Decorrido pate periodo, foram
adicionados 12@ microl de uma suspensap gelada de carvao,
reconstituida conforme instrugdes do fabricante. A mistura
foi asitada em vortex e centrifugada a 2000 »x g durante 19
min a 2 graus cenfigrados. Sem perturbar o sedimento de
carvac, foram coletadas aliquotas de 200 microl do
sohrenadante de cada tubo e adicionados individualmente a
4,5 ml de uma solucdo cintiladora, padronizada para cada
litro com: Tolueno 7é¢ ml, Triton X 128 36éml, PPD Bg e
POPOP 108 mg. Esta dltima mistura foi inserida em frascos
fechados apropriados, agitados ligeiramente e colocados em
poLos individuais de um contador beta |, calibrado para um
tempo de leitura de 5 min por frasco. 0s resultados
expressos em picomples, foram automaticamente calculados, a
partir dos wvalores cpm contados das amostras, frente aos da
curva padraoc e dos controles, utilizando-se um programa de
computadoy. 0 sensibilidade do Kit utilizado foi de 4 a 320

pmol/ml.
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£2.2.7 CONTAGEM DOS LEUCOCITOS TOTAIS.

Realizado conforme padronizacio

Sociedade Brasileira de Hematologia, 1975.

da
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2.2.8 QUIMICTAXIA,

2.2.8.1 PREPAROD DE SOLUCAD SALINA

BALANCEADA DE HANKS.

Preparada = partir de uma solugio
estogue 1€ vezes concentrada (OLIVEIRA LIMA & DIAS DA SILVA,
1978) de atcordo com a formula abaixp e esterelizada por

filtrac8op em membrana Millipore.

Solug3c A: NaCl 8@g, K€ 4g, CaCle

1,49, MagS04 7HE0 2g, dgua destilada 400 ml.

SolucSo B: NacHPD4 12HPD 1,52g, KHZ2P0O4
0,69, glicose {0g, wvermelko de fenol 1% 14ml, 3dgua

destilada 400 ml.

As solucdes A e B foram misturadas sob
agita¢do e o volume cnmpletadé para um litro. No momento do
uso, esta solucBo foi diluida 1:40 em dgua destilada,
tamponada pela adigdo de 1,25 ml de NaHCO3 a 2,8B%X e
armazenada de modo estéril a 5§ graus centigrados. Todos os
sais empregados foram fabricados pela Merck S5A Inddstrias

Quimicas RJ Brasil.
£2.2.8.2 BRADIENTE DE FICOLL-HYPAQUE.

Misturou-se 128m]l de Huypaaque & 50¥% con
34,49 de FICOLL, previamente diluidos sm 4B@ ml de 3daua
destilada. A densidade especifica deste gradiente & de 1676

a/ml. Para esterilizag3o, utilizou-se wvapor fluente a 1790



graus centigradns durante 30 minutos, sendo a seguir,
armazenado de forma estéril em aliquotas de Sml a 4 graus

centigrados, protegido da luz.

2.2.8.3 DBTENCAD DE LEUCACITOS
MONONLICLEARES .

Foi utilizado o método de BOYUM, (19&8).
] sangue, apts roleta asséptica com heparina

(aproximadamente 10@¢ U de heparina por ml de sangue), foi
deixado sedimentar em temperatura ambiente por { hora. O
plasma rico em leucdcitos, juntamente com a pOY¢AD superior
da coluna de hemacias, foram centrifugados em tubos
siliconizados por 1@ min a 200 x g e o botdo, em seguida,
ressuspendido em 2 ml de HBSS. Esta suspensao foi colocada
sobre um gradiente de Ficpll-Hupagque com densidade de 1074
em um tubo cdnico siliconizado, e centrifugada a 256 x g por
3e min (para separacio dos leucocitos mono e
polimorfonucieares). DOs leucocitos mononucleares foram
cuidadosamente removidos da por¢3o superior do gradiente,
lavados 3 VeRES em HBSS e ressuspendidos para uma
cohcentracfio de 2 x 1@ & células/ml. Vinte a 40X destas
células eram mondcitos, tendo-se observade 2 a 3% de

contaminacSo com PMN.
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2.2.8.4 OBTENCAD DE LEUCOCITOS

POLIMORFONUCLEARES.

Foi utilizado o método de BOYUM, (1248).
0 sangue, ¢olhido do mesmo modo do item 2.4.3, foi deixado
sedimentar em temperatura ambiente por 1 hora. 0O plasma rico
em leucdcitos, foi transferido para um tubo de wvidro
simples, centrifugado a 20@ % 9 por 10 minutos sendo o bot3o

em seguida, lavado 3 vezes em HBSS e rescuspendido pava uma

concentracio de 2 % 10 & cel/ml.

2.2.8.5 OBTENCAD DO FATOR QUIMIOTATICO.

"Pool” de soros de adultos sadios e
individualmente os soros dos pacientes, foram incubados
isoladamente durante 3@ min a 37 graus centigrados , com um
lipopolissacaride de E. coli (@24:Bé) (LPS), preparado por
VILELA, (i1983), conforme metodo de WEETPHAL, (1945), em uma
concentracdoc de 16@ microgr/ml em HBSS sendo utilizados na
geracdao de fatores guimiotdaticos para MON e PMN (18X de soro

na diluig8o0 final).

£.2.8.6 ENSAIDO QUIMIOTATICO.

0 metodo utilizado, constitui uma
adaptagado da técnica de BOYDEN, (1942). No compartimento
inferior da camara de quimiotaxia (camara de BOYDEN
modificada), colobcou-se ¢.,.2 ml do fator oquimiotatico
(2.2.8.5) ¢ no compartimento superior, ©,5 ml da suspension

celular de MON ou  PMN, sendo o5 dois compartimentos
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separados entre si por uma membrana de filtro de ester de
celulose Millipore, com poros de 8 micva para MON e de 3
micra para PMN. Come contvole, apenas solugcio de Hanks foi

utilizada para migrac3o espontinea.

Ap6s incubacao das camaras durante 120
min a 37 graus centigrados em atmosfera dmida com S% de CO2,
os filtros foram removidos, fiwxados em etanol absoluto,
coradaos  Ccom hematoxilina de Harris, desidratados pela
passagem em concentracdes gradativamente crescentes de
etanol, diafanizadas em wilol, e finalmente montados entre

lamina e laminula com bilsamo do Canadd.

Foram feitas, em duplicatas, para MON e

PMN, as seguintes combinacBes:

i-Migrag8o estimulada:

~-Fagdcitos do paciente + soro normal com

LPS;

-Fagocitos do paciente + sGT0 do

paciente com LPS;

2-Migragio espontanes:

~-Fagocitos do paciente + solugao de

Hanks .



2.2.8.7 CONTAGEM E CALCULOD Das

RESULTADOS.

Utilizando-se a objetiva 40 x (aumento
de 4¢ vezes) de um microscopio optico e a variacio observada
no micrometro, foi medida a dist3ncia entre a camada de
células que ficou mais proxima do compartimento superior da
camara de BOYDEN, predominantemente linfocitdria, até o
campo onde se encontrou a dltima célula. 0 resultado
EXpresso em micra, foi dado pela media de 20 leituras
realizadas para cada membrana de filtro usada para os MON e

PMN.

Ds parametros de normalidade de
quimiotaxia, foram agueles encontrados por VILELA, (1985),
em um grupo controle constituido de 47 criancas brasileiras
sadias pareadas por idade, tendo sido empregada a mesma

técnica laboratorial.
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2.3 METODOS ESTATISTICOS.

Foi empregado o teste ¢t 'student para
dados pareados e n3o pareados, analise de regressioc e

calculo de medianas e quartis.
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2.4 MATERIAIS DE LABORATORIO.

Acetato de Sddio (Merck, S.A., Inddstrias Quimicas, RJ).

1

Acetonitrilo (Merck, S5.A., Industrias Quimicas, RJ).

1

Acido Acético Blacial (Sigms Chemical co., SL, Eua).

- Agitador de Tubos {UVORTEX) Whirtimixer (Fisons

Scientific Aparatus, Lejcestershire, Inaglaterra).

Butanol (Merck, S5.A., Industrias Guimicas, RJ).

i

- Camaras de Quimiotaxia tipo Bovden modificadas.

- Carbonato de Litio (Sigma Chemical CO., SL, EUA).

|

Bomba de Alta Pressio para Cromatografia Liquida (Waters

Millipore M 45 Milfard, EUA4).

Cubetas Cilindricas medindo 40 x 150 mm (Baush Lomb, EUA).

Endotoxina Bacteriana (Lipopolissacaridio B, £E. Loli, 2&

B.&).

Eritrdcitos de Carneiro.

Espectrofotdmetro Automitico para Cromatogratia Liquida de

Alta Pressio (Spectro BB00 Dupont, EUA).

- Espectrofotdmetro EIA Quantun 11 (Abbott Laboratories,

Chicago, EUAY.

- Espectrofotdmetro Spectronic 24 (Baush Lomb, EUA)Y.
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- Etmholo Bbsipiatuto {(Merck, 5.4., Industrias Quimicas, RJ).

- Gradiente de Ficoll-Hypagque com densidade 1076 (Ficoll
4@¢~-Pharmacia Fine Chemicals, Uppsalsa, Suécia; Hypague

Products Inc., NY., EUAY.

~ HBSS: Solu¢lo Salina Balanceada de Hanks.

— Hematoxilina de Harris (Sigma Chemical C0., SL., EUA).

- Hemolisina de Coelho anti Hemidcias de Carneiroa CECON
{(Centro de Produtos para Diagnosticos LTda-

JUL-199¢.

- Heparina (Liquemine-50@ UI/m! - Roche Produtos Quimicos e

Farmacéuticos, RJ).

- Hidroxido de Tetrabutilamdnio (Merck, 8.4.,Industrias

Quimicas, RJ).

- Kit para determinacd3oco plasmatica direta de AMP ciclico

(Amersham Internationzl~cod TKR 432, Inglaterra).

- Kit para determinaclo sévrica de IgE (enzimaimunoensaio em
fase solida Y "Abbott Igk EIA" (Abbot Laboratories,

Diagnostic Bivision, Chicago, IL., EUA).

- Lawvador de placas automatico “Guickwasher"” (Abbott

Laboratories~-Diagnostic Division, Chiraoo, IL., EUAY.

- Membranas de Filtvro HMillipore - SSWP(poros de 3 micra) e

SCWP (poros de B micra), &SP, Brasil.



- Microscopio optico (Zeiss modelo ICM 405, RFA).

- Placas de Imunodifus8o “Nor-Partigen" para determinac3o
sérica de IgA, IgM, IgG, C3c e C4 (Behringwerk, AG, Marburg,
RFa) lotes: 11954, o285, 3397, 981, 33%4 e 115824

respectivamente .

}

POPOP (Sigma Chemical CO, S. L., EUAY.

- PPD (New England Nuclear, Boston, EUA).

I

Registrador Gridfico (Bryan Southern Instruments, Inal).

Siliconizag3c de vidraria: Polidimetilsiloxane 3460/35¢ S5

fluido de silicone (Dow Corning do Brasil, Ltda).

~ Teofilina Anidra (8Sigma Chemical CG, 8.L., EFuUAY.

Tolueno (Merck §.4., Industrias Quimicas, RJ).

- Triton X 106 (Rohm-Haas, RFA).

Xileno (Merck &.A., Inddstrias Quimicas, RJ).

t



RESULTADOS .
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3.1 PROTOCOLOD DE INVESTIGACAD CLINICA.

Foram estudadas 3@ criancas portadoras
de asma crdnica, ou asma grau IV, segundo critério de
Kraepelien & cols., (1958), modificado por RIBEIRGO, (198B7).
A idade dos pacientes wvariou de S5 a {5 anos, sendo 16 do
sexo feminino, 14 do sexo masculino, 26 de cor branca, 4 de
cor preta, 14 procedentes de Campinas e {4 de cidades

circunvizinhas.

A analise das variaveisg clinicas
referentes ao diagnostico de asma brfnquica, mostrou haver
concomit@ncia entre: asma crdnica e rinite alérgica em 30
pacientes (1@@% dos casos); entre asma, rinite alérgica e
pelp menos mais uma wvarisvel em 18 pacientes (&0¥ dos
casps); e, entre asma, vrinite alérgica e peloc menos mais
duas variaveis em 5 pacientes (16,66% dos «cascs). Em 4
doentes, as crises ocorreram diariamente, desde o inicio da

enfermidade. § quadro I, resume s resultados.

A frequéncia dos fatores desencadeantes
das crises asmaticas, ocorreu da seguinte maneira: alergia
em 3¢ pacientes (100X dos casos), variacd3io climatica em 28
pacientes (93,3% dos casos), infecclo em 25 pacientes (B3,3%
dos casos), exercicio em 24 pacientes (80% dos casos) e
disturbio emocional em 19 pacientes (463,3% dos casos). f
concomit@ncia destes 5 fatores desencadentes das crises

asmaticas, ocorreu em 14 pacientes (46,646% dos casos) e, de



pelo menos 4 deles, em 24 pacientes (BOX dos cases). O

quadro II, resume os resultados.

Em 24 casos, o estudo fpi feito na fase
inicial de imunpterapia (primeiros & méses); em dois casos
(12 e 1), na fase final (entre 3@ e 36 méses de tratamento)d;
e em 4 casos (4, 15, 2 e 24), apds o teérmino do tratamento

{3anos) .

[ analise das variaveis clinicas
referentes an diagndstico de infeccbes recorrentes do trato
respiratdrio, mostrou que 17 pacientes (864,4% dos casos),
eram portadores de pneumonias de repeticlo, cujo inicio
coincidiu com os sintomas da asma brdnaquica. & concomit@ncia
entre asma, pneumonias e pelo menos mals um local de
infec¢gio no tratoc respiratoric superior., ocorreu em 12
pacientes (4074 dos casos). 0 gquadro 1II, resume oS

resitltados .

Houve 2 casose de enfizema pulmonar (26 e
5) e um casg de atelectasia e bronquiectasia de lobo medio

direito (23).

& concomitdncia de outros diagnodsticos,
Correu _da seguinte maneira: enxaqueca {caso 123,
desnutricBo de primeirp grau (casos 13 e 26), litiase renal
(caso P&4), obesidade exodgena (caso 19), neurose infantil
(casos 2@, 1@, 15 e 2%9), encoprese (caso 10), surdez neuro

sensorial {(caso 14), convulsBo parcial simples {(caso £},



anemia ferropriva (casos 7, 13 e 14), deficiéneia de Iagh

{casn 18), c¢raniosinostose ¢ retardo mental discreto {(caso

27) .



QUADRO I

VARIAVEIS CLINICAS REFERENTES AO
DIAGNGSTICO DE ASMA BRBNQUICA.

e s b (B AL i i o o S T — b Al bt Wl s Ul WA e i ol bt e e o o e e Y o o s (o g o i e oy e

PACIENTES ASMA RINITE CONJUNTIVITE URTICARIA
AABA -1 X X X
CMR -2 X X

RC -3 X X X
ves -4 X X

PES -5 X X

ACL -6 X X

TML -7 X X

SAB -B X X X

ES -9 X X X
ECH -1¢ X X X

RMS -11 X X

PoA -12 X X

RRL ~13 X X X X
ESB ~14 X X

AHS ~15 X X

EMO -1é X X

ELSM 17 X X X

FHR ~-i8 X X X

MFR -19 X X X X
EAM  -20 X X

CBA -21 X X

MCB -22 X X X
MRP -23 X X X
PRZ -24 X X

RCR -23 X X

AMA -B6 X X

TCG -27 X X

ZP -28 X X X

PMV  -2% X X X

AM ~-30 X X

- o o A Ml Wk ok ke Ul o e oy s i T R P A Y WG Sl i S - " i o l Yolh. P T A —— T T ——



QUADRO I

VARIAVEIS CLINICAS REFERENTES AOD
DIAGNGSTICO DE ASMA BRGNQUICA
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QUADRD II
FATORES DESENCADEANTES DA CRISE ASMATICA

o e s AL W S o S S . e My o ) PO A T S W i . il B i s SR . ik Yl Sl bk . e e OO TP et TR YRS o R A S RO T SSA A W S L W W S M A e ——

PACIENTES ALERGIA MUDANCA INFECCAD EXERCICIO STRESS
INAL . CLIMATICA RESPIR. FiSICD EMOCIONAL

AaBA ~1 X X X X

CMR -2 X X X X X

RC -3 X X X X

VES -4 X X

PES -5 X X X

ACL -6 X X X X

™ML -7 X X X

SAB -8 x X X X

ES -9 X X X X X

ECH -10 X X X X X

RMS -11 X X X X

roAa -12 X X X X ) 4

RRL ~13 X X X X

ESB -14 X X X X

AHS -15 X X X X

EMO -1é6 X X X

ELSM -17 X X X X

FHR -18 X X X X X

MCER -19 X X X X X

EaAM -20 X X X X X

CBa -—21 X X X

MCB -22 X X X X

MRF -23 X X X X X

PRZ -24 X X X X X

RCR -25 X X X

aMA 26 X X X X

T66 -27 X X X X X

ZP ~28 X X X X X

PMU -29 X X X X X

AM -3@ X X X X X

T s T T el i S il T T T S T Y 400 N S S T L Wl G i Yk o e T T WA P O B T AL __L WO Ll ik b Sl i e s b o o s s e e e e s S A A O B O



QUADRD IIIl
INFECCBES RECDRRENTES DO TRATO RESPIRATORIO

— . S ——— " - — S TV i O A U T T e Y o i ol ol o A AN G A S T T O T A T W o e e e et e Ra

- ——— — kb W A T U e S e M M U WA W i A e W S R ML R S S . T W M i i i A W S o o o T ek i b i b o i

AABA-1

CMR -2

RC -3

VCSs -4

RES -5 X X
ACL -6 X X
™L -7

5AB -8 X

E§ -% X X
ECM -1@

RME -1t

POA -2

RRL -423

ESE -1i4 X X
AHS -15 X X X
EMD -1é

ELEM-17 X X
FHR -i8B X X
MCER-19 X X X
EaM -2¢ ) 4 X
Cha -21 X

MCB -22 X

MRP -23

PRZ -24 X

RGR -258

AMA -B26 X X
TCG -27

Zp  -28 X

PHY -29 X X X
AM -30 X X X X
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3.z PROTOCOLD DE INVESTIGACAD

LABORATORIAL .

3.2.1. NIVEIS S£RICOS DO COMPLEMENTO.

Nas figuras 1, 2 e 3; sio apresentados
respectivamente, os valores de CHS5@ e das fracbes C3 e C4 do
caomplemento sérico, bem como as faixas de normalidade para a
idade e sexo. Houve @2 casps, nps quales o0s niveis de CHS¢
estavam abaixp dn primeiro desvio padraoc e
normalidade,sendo a media do arupo de pacientes coincidente
com a da pppulacdoc normal. Observou-se P casps, hOS quals Os
niveis seéricos de £33, estavam abaixo do primeiro desvio
padrac de normalidade ¢ um casoc no Qual o0s nivel de C4,
estava acima do primeirp desvip padrioc de qermaiidade.Nﬁm
houve diferenga significativa, ac se comparar o0s niveis
séricos do complemento, entre os pacientes portadores ou nio
de infecgcies recorrentes do trato respiratoric  (CHSG=

@,40(p(0,50;, C3=0,40(p(0,50 e Cd4= &,B0(p(@,90).
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Niveis séricos de complemento (CH50) em

criancas com asma cronica em relaCac aos
valores médios (tracejado),minimo e maxi
0,95) de CH50em cri

ancas normais. A-presenca e @ -auséncia

mo {linha cheia-P(N)

de infecgbes recorrente do trato respira

torio,
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FIGURA 2 - Niveis sericos de C, em criangas com asma

cronica em relagdo aos valores médios (tra
cejado), minimo e maximo (linha cheia-P(N)
0,95) de C; em criancas normais. Awpreseeg_
ca e @ -ausencia de infecgbes recorrentes

do trato respiratébrio.
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FIGURA 3 - Niveis séricos de C4

cronica em relacdo aos valores meédios(tra

em criancas com asma

cejade), minimo e maximo {linha cheia - P
(N) 0,95) de C, em criangas normais. A -
presenca € @ -auséncia de infeccdes re

corrente do trato respiratoério.



3 F.P NIVEIS S£RICOS DE IMUNDGLOBULINAG.

Mzs figuras 4, 5, é e 7 sao apresentados
respectivamente os wvalores de IgM, IgG, IgA e IgE dos
pacientes, bem como as faixas de normalidade para & i1dade.
Houve RB casos, nos guais os niveis de IgM estavam acima do
primeiro desvio padr2o de normalidade, 5 casos nos quals 0%
niveis de IghB estavam acima do primeivo desvio padriao de
normalidade, 1 caso de auséncia de Igh e 27 casos NOS quals
oe niveis de Iof, estavam acima do primeiro desvia padrido de

novmalidade .

NZo hoﬁve diferenca significativa, ao se
comparay ns niveis sérices de imunoglobulinas entre oS
pacientes portadores ou ni3oc de infec¢bes recorrentes do
tvato respivatoric: IgM (0,1e(p(@,P&), IgG (&,70(p{@.B0:,
Igh (0,B0(p(@,96) e IgE (0,40(p{(0,508). Nio houve correlacido
entre os wvalores da migraciSc de PMN ou MON & os niveis de
IgE, em qualquer uma das situaches descritas nos itens 3.2.1

e 3.8.2
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FIGURA 4 - Niveis séricos de IgM em criangas com

asma cronica em relacdo aos valores mé
dios (tracejado) I IpP (linha cheia)de
criancas normais. &mpresenca e @ -au
sencia de infecgles recorrentes do tra

to respiratdrio.
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FIGURA 5 - Niveis sericos de IgG em criancas com
asma cronica em relac¢do aos valores -
médios (tracejado) ~ IDP (linha cheia)
de criangas normais. &~-presenca e @& -
ausencia de infecc¢bes recorrentes do

trato respiratorio.
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FIGURA 6 -~ Niveis sericos de IgA em criancas com

asma crbénica em relacdo aos valores mé
dios (tracejado) * IDP (linha cheialde
criangas normais.

A -presenca e @-auséncia de infeccbes

recorrentes do trato respiratdrio.
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FIGURA 7 -~ Niveis séricos de IgE em criancas com
asma crbnica em relacdo aos valores -
médios (tracejado) + 2DP (linha cheia)
de criangas normais.

A -presenca e @ -auséncia de infecches

recorrentes no trato respiratoério.



3.2.3 NIVEIS SsRICOS DE TEOFILINA.

Os valores da concentragio serica de
tecfilina nos pacientes, 2 horas apds a udltima dose, est3o
representados na figura 8. Nio houve diferenga
significativa entre os grupos portadores ou ndp de infeccdes
recorventes do trato respiratorio (@,20(p{®,03). Nao houve
correlacido significativa entre os wvalores da migracio
espontidnea ¢ estimulada de PMN e MON dos pacientes sob uso
de teofilina, e os niveis s&céricos da droga. Em 23 casos
sorteados na segunda fase da investigac3o, isto é,guando os
pacientes n3p tomavam tepfilina, esta ndo foi detectada em

nenhuma das amostras analisadas.

Na tabela i, s8o apresentados os valores
dos niveis séricos de teofilina encontrados em 8 amostras,
dpsadase pelos métodos de fluorescéncia polarizada e
cromatografia ligquida de alta pressfico. A correlacdo entre os
valores obtidos pelos dopis metodos, foi significativa

(r=0,7872) .

]
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FIGURA 8 - Niveis séricos de teofilina em criancas
com asma cronica. Média (tracejada),fai
xa terapeutica (linha cheia)."Box plot"
com 0s valores minime, maximo, mediana

e quartis.



TABELA 1§

NIVEIS SERICOS DE TEOFILINA EM 8 AMOSTRAS SORTEADAS E
DOSADAS POR 2 METODOS DIFERENTES: FLUORESCENCIA POLARIZADA
(FP) E CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESSA0 (HPLC).

e e W T ——— o — A N SR WA bl e Sl M ks el e by oy e e o o T YR P e e AN e AR BN T AR A L Al i S S50

AMOSTRAS FP mcog/ml HPLC mcog/ml
1 7,00 7,20
2 4,00 4,60
3 4,00 4,10
4 2,00 3,00
5 1,00 ¢,8¢
& 1,00 i,00
7 4,00 4,60

i T A T A SN U GO il WAl e e b il T R ST M S A M e e T . S WP O W W B O DY T S S T, WS WO o T Wl i i



3.2.4. NIVEIS PLASMATICOS DE AMP

CiCLICO.

Na figura g, «3n apresentados 0es
recsultados dos niveis plasmiaticos de AMP ciclico de 24

pacientes sorteados, sob usoc ou n3o de tenfilina. 0Os valores

foram significativamente maliores quando a droga foi
empregada (p{@,0e3), embora = correlagio entre ambas
situacbes, nBo seja significativa (r=0,3291). N3o houve

correlac2p entre os niveis placsmdticos de AMP ciclico sob
uso de tecfilina e a concentragao sérica da droga
{(r=0,0733). Ni&o se encontrou correlagio entre os valores da
migracao de PMN e MON dos pacientes, sob uso ou hnao de
droga, com o0s niveis de AMP ciclico plasmatico em ambas
situacBes. N3o houve diferenca significativa dos niveis de
AMP ciclico plasmdtico, entre os pacientes portadores ou nfio
de infeccbes recorrentes do trato respiratdric (p)>0,%23 na

presenca e ©,30(p{(@®,40 na auséncia de droga).
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FIGURA 9 - Niveis plasmaticos de AMP ciclico em
em 24 pacientes sob uso ou nao de teo

filina.



3.2.5. CONTAGEM DE LEUCACITOS

PERIFERICOS.

Na figura 1¢, s3o apresentados os
valores da contagem de leucdcitos totais dos pacientes, sob
uso ou ndo de teofilina. Comparando-se ps resultados entre
ambas situagbes, =a contagem foi significativamente maior
(pd@,@2), quando a droga foi utilizadas pelo paciente,
havendo correlagdo significativa (r=0,4214). 0 nidmero maior
de leucocitos entre os individuoe sob uso de tecfilina, nio
se correlacionou com os niveis séricos da droga {(r=-0,083%4).
NEo houve diferenca significativa ao se comparar a contagem
de leucocitos totais dos pacientes portadores ou nic de
infecgBes recorrentes do trato respiratdric (@,50(p{@,40

usando droga e 0,7¢ (p{&,80¢ nd3p usando drogz}.
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FIGURA 10 -~ Contagem de leucbcitos totais dos pa

cientes sob uso ou nio de teofilinag.



3.2.64. MIGRACAO DE POLIMORFONUCLEARES.

Na figura 11, s80 apresentados os
valores da migracao espontanea de PMN (determinada em meio
de Hanks) dos controles e dos pacientes, sob usc ou naoc de
teofilina. Comparando os resultados de migracio obtidos dos
pacientes, estes foram significativamente mais baixos gquando
a droga foli empregada (p{(#,001), embora a correlacic entre
as duas situacdes n3o tenha sido significativa {(r=@,3379).
Em ambas ocasibes, a migracao foi significativamente mais

baixa em relagko aps controles (p{(@,001).

Na figura i2, s%o apresentados os
valores da migrac8o estimulada de PMN (determinada em um
“pool” de soros  humanos normais, ativado com LP8) dos
controles e dos parientes, sob uspo ou nip de teofilina.
Comparando 0s resultados de migrac3op obtidos dos pacientes,
ecstes foram significativamente mais baiwxwps quando a droga
toi empregada (p{(@,@3), havendo correlagdc significativa
entre as duas situacBes (r=0,5065). Em ambas ocasifes, =
migracio foi significativamente mais baixa em relagl3o aos
controles (p(@,001 sob uso de teofilina e p(@,05 na auséncia

de drogal.

Na figura 13, s apresentados os
valores da migraclo estimulada de PMN dos pacientes sob uso
ou nao de teofilina, determinada individunlmente em soro do

dopente, ativado com LPS. Comparando os wvalores em ambas

situagoes, estes foram significativamente mennres na



presenga de droga (p{@,05), ncorrendo entre eles, correlagido

significativa (r=0,44%0) .

Na figura 14, comparamos os valores da
migrac3o estimulada de PMN dos pacientes, determinada em
“"popl” de soros normais, ou individualmente em soroc do
doente, ativados com LPS, na presenga e na auséncia de
droga. Sob Hs0 de tenfilina, 0s valores foram
gignificativamente diferentes (p{@,03), o0 que ndo foi

confirmado na auséncia de droga (0,10(p<(0,20).

Nao houve diferenca significativa, ao
COMPArar aoc &g comparar os valores da migrac8c de PHMN dos
pacientes portadores ou nio de infeccdes recorrentes do
trato respiratdrio , em qualguer uma das condicbes acima

relatadas.

& tabela £, compila os wvalores da

migracho dos PMN dos pacientes e dos individuos controles.

4
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FIGURA 11~ Migracao espontinea de polimorfonucleares
dos controles e dos pacientes so uso ou
ndo de teofilina. Prova realizada em meio

de Hanks.
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FIGURA 17 -~ Migragao estimulada de polimorfonucleares
dos controles e dos pacientes sob uso ou
ndo de teofilina. Prova realizada em"Pool"

de soros humanos normais incubados com LPS.
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FIGURA 13- Migragdc estimulada de polimorfonucleares
dos pacientes sob uso ou nao de teofilina.
Prova realizada individualmente em soOxo

do doente incubado com LPS.



TABELA 2

MIGRACAD ESPONTANEA (MEIO) E ESTIMULADA (COM SORO NORMAL OU
SORO DO PACIENTE, PREVIAMENTE INCUBADOS COM LPS) DE
POLIMORFONUCLEARES(PMN) DE CRIANCAS NORMAIS £ DOS PACIENTES
(SOB USO DU NAO DE TEOFILINA?

——————————————————— i o o s e it i s Bk o o S W o Y T e e s i Ty e o T . PTY o o Al Sam. i o
MEDIA DESVIO PADRAD MEDIANA MiINIMD HMAXIMO

e ok o e T e S e T S8 T A S Mk dnd U o TN N W S T iR AR W S ok o v o k= e k. . o ek Y o W L A —

PMN PACIENTES

N=3@ #x

MEIOD
COM DROGA 18, 36 8,79 16,46 9,92 46,17
SEM DROGA 30,83 6,41 2v,38 21,85 46,45

SORO NORMAL

COM DROGA 103,54 18,14 108,76 63,15 128,62
SEM DROGA 119,87 13,27 112,77 77,75 13e.22

SORD PACIENTE

COM DROGA 107,60 18,714 111,87 55,92 131,75
SEM DROGA 115,14 15,64 118,65 75,20 136,05
PMN NORMAIS
N=24 %%
MEIO 39,55 9,09 39, 40 25,42 55,33
SORD NORMAL 118,76 13,87 115,03 98,74 159,31

T Y Y T A s W . S PO W WD W A AL A e A T T T T TR Wt S ot Mo W W AL e VNS P ot T LA S b i o AL A N N S S o

¥ RESULTADOS EXPRESSO0S EM MICRGMETROS.

¥ N = NOMERO DE INDIViDUDS ESTUDADDS.



3.2.7 MIGRACAD DE MONoCITOS.

Na figura 18, s3o0 apresentados os
valopres da migrac8o espontdnea de MON (determinada em meio
de Hanks) dos controles e dos pacientes, sob uso ou n3o de
teotilina. Comparando os resultados obtidos dos pacientes,
estes foram significativamente maie baixos quandoc a droga
foi empregada (p{®,@1), embora a correlagloc entre ambas
situa¢cdes, ni3o tenha sido significativa (r=@,19350). Somente
os valores obtidos durante o uso de teofilina foram
significativamente mais baixos em vrelagio aocs controles

(pl{@,01).

Na figura 16, &30 apresentados os
valores da migracgdo estimulada de MON (determinada em “ﬁuai“
de soros humanos normais, ativados com LPS) dos controles e
dos pacientes, sob usoc ou nfio de teofilina. Comparando os
resultados obt idos dos pacientes, estes foram
significativamente mais baixos guando a droga foli empregada
(p(®,@1), embora a correlacBo entre ambas situagbes naoc
tenha sido significativa (r=@,2728). Em ambas ocasifes, =a
qui@iataxia foi aignificativamente"mais baixa em relagdp aos
controles (p{0,001 sob uso de teofilina e p(@,25 na auséncia

de droga ).

Na figura 17, sB&o apresentados os
valores da migracio estimulada de MON dos pacientes, sob uso
ou nao de teofilina, determinada individuzlmente em soroc do

doente ativado com LPS. Comparando os resultados em ambas

Lo



situacbes, estes foram significativamente menores nz
presenca de droge (p{(@,001), embora a correlacio entre

ambos, nio seja significativa {(r=0,2783).

Na figura 18, comparamos os valores da
migracio estimulada de MON dos pacientes, determinada em
“pppl’” de soros normais, ou individualmente no soroc do
doente, ativados com LPS, sob uso ou nio de teofilina. Em
ambas ocasifies, ndo houve diferenca significativa entre os
valores (¢,18<{(p{(®,20 na presenga e p)>®,%® na auséncia de

drogal .

NE&op houve diferenga significativa, ao se
comparar os resultados dos pacientes portadores ou nidc de
infeccbes recorrentes do trato respiratdrio, em qualquer uma

das condicbes acima relatadas.

& tabela 3, caﬁpi]a os wvalores da

migratgin de MON dos patientes e dos individuos controles.

As figuras & e B concentram
respectivamente os valores dsa migracioc espontiinea e
estimulada dos PMN e HON. A tabels 4, resume o0s resultados

da andlise estatistica.

&1
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FIGURA 15 -~ Migracdo espontdnea de monocitos dos
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FIGURA 16 - Migracao estimulada de mondcitos dos
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FIGURA 17 - Migrac¢ac estimulada de monocitos dos
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Prova realizada individualmente em s0O
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TABELA 3

MIGRACAD ESPONTANEA (MEIO) E ESTIMULADA (COM SORO NORMAL OU
SORO DO PACIENTE, PREVIAMENTE INCUBADOS COM LPS) DE
MONGCITOS (MON) DE CRIANCAS NORMAIS E DOS PACIENTES (S0B USO
OU Na0 DE TEFILINAY.

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmm X e sns s e s e i o e e e A G T o it T b S o S Y T i e e
MEDIA DESVIO PADRAD MEDIANA MINIMD MAXIMO

——— e M ——— i — A A AL W s e s A A o e e b b e e o b il WA S B LS S Y T S S o e e M At v

MON PACIENTES

N=3€¢ #¥

MEIO
COM DROGA 19,45 8,23 ig,7¢é 7,45 41,67
SEM DROGA 24,32 6,18 24,314 12,65 42,42

SORO NORMAL

COM DROGA BG, 54 15,65 87,2 58,12 119.@5
SEM DROGA 96,39 16,43 95,97 63,52 123,37

SORO PACIENTE

coM DRDGA B2,16 i7.,e2 78,18 54,15 127,65
SEM DROGA 96,35 13,95 25,03 68,42 123,79

o — il i A AR A SR e T B AL Mo el W e e e e e M A A e e el AL A S T S MY MO W I e e ey Al WA S S A o S e Al e Ll s s o

MON NORMAIS

N=g4 %%
MEIO 26,93 10,03 26,40 11,28 50, 62
SORO NGRQRL 185,56 15,33 106,78 74,52 134,51

e i A i o — - U A - — {7t T T T Al A AL AL S B L W S M R SO O S T e e el i A A T S S M o Sl s

» RESULTADOS EXPRESSOS EM MICRGMETROS.

#% N = NUHEROD DE INDIViDUOS ESTUDADDS.
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TABELA 4

ANALISE ESTATISTICA DOS VALORES DA MIGRACAO ESPONTANEA
(MEID) E ESTIMULADA EM SORO NORMAL (SNL) OU SOROD DO
PACIENTE (SP) DOS PMN E MON DOS PACIENTES E DOS INDIViIDUOS
CONTROLES.

PAC. COM DROGA PAC. COM DROGA PAC. SEM DRDGA

ENGAID X X X

PAC. SEM DROGA CONTROLES CONTROLES
* ¥ "%

PMN p{Q,0061 p(d,adl pld, 001

meio r=0, 3373

PMN pl@, @3 p{®, 0061 p{®,05

snl r=@, 3043

PHMN p{®.05

sp r=@, 449¢

MON p{&, 01 p{@, 835 pYo, 05

meio y=g,1956

MON p(&, 01 p{¢,001 p{®, a5

snl r=0,27c8

MON p{G, 801

&P r=@,2723

i Al il ik o e Y T T Y W M S T S0 4t 0 Al ke ol Sl . T T e T T Y S — o o ———— — = . —

¥ teste I 'student para dados pareados
significativo quando p(@,85
correlagdo significativa se r) ou =@,3536

¥¥ teste t 'student para dados nio pareados
significative quando p(@,65
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0 perfil clinico do grupo de pacientes
estudado neste trabalho, estd de acordo com os resultados
obtidos por RIBEIRO, (19875, ao estudar o comportamento das
diversas variaveils clinicas, em 503 criancas asmaticas,
neste mesmo servigo. Ressaltamos a3 maior fregudnecia de
infecches recorrentes de vias vespirafidrias no grupo de

asmiticos cronicos {(em torno de S5@¥ dos pacientes), neste e

naguele estudo, significativamente maior, quando comparada
ags grupos portadores de tormas mais leves de asms
bronquica.

Na tentativa de identificar os fatores
de risce clinico~laboratoriais gue determinam uma maior
gsusceptibilidade as infeceBies em nossos doentes, dosamos os
niveis séricos do complemento (onde estio contidos os
principais fatores quimiotaticos) e das imunpglobulinas, ja
que ambos grupos de proteinas constituem o0s mecanismos

humorais de defecss.

0s valores de CHS5¢ e das ¥rachbes C3 e C4

do complemento sérico no grupo de pacientes por nds

&

gestudado, estad dentro da faiwxa de normalidade, guando

comparadas a Cvriahcas norte-americanas sadias, pareadas por
idade e sexp, 0 que esta de acordo com os dados de ELLIS,

(1988) .

Como a distribuic%o da idade foi

semelhante nos grupos de pacientes portadores ou nap de

infeccles recorrentes do trato respiratdrio, COmMParamos oc

]
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niveis de (3, C4 e CH5¢ nos dois grupos, € naoc encontramos
diferenca significativa, o que nos permitiu afastar estes
dadns comp fatores de risce na maior susceptibilidade as

infeccbes em nossos doentes.

Os niveis séricos de Iaf, IgaA, IgM e IgE
verificados em nossos pacientes sd8o concordantes com oS
dados ja publicados na literatura (FROUCHTMAN e cols., 1971,
LIN e cole., 1977 e STEVENS e «c¢ols., 1983). Observamos
auséncia de IghA em um paciente, niveis normais de laf e

elevados de IgM e IgfF, ns maioria dos individuos estudados.

Achamos relevante o fato de encontrarmos
um paciente com auséncia de Igh sérica, poils esta, na forma
secretora, desempenha importante papel na  imunidade dacs
mUucCosas, e, gquando ausente, pode tornar o individuo mais
susceptivel as infeccfies (BERG, 1987). A literatura relata
ainda que a deficiéncia de IghA pode estar associada &
deficiéncias seletivas de subrlasses de IglG, predispondo o
individuo a infeccbes de repetigdc e agrave da asma
brongquica. Tal condigio clinice, pDde ser revertida, com ©

emprego de gamaglobulinas (BJORKANDER e cols., 1%B5).

MING ¢ «cols., (1977), também observaram
niveis elevados de IgM em asmidticos portadores de pneumohias
de repeticao, quando comparados a outvose asmiaticos sem
infeceBes recorrentes. Estes autores defendew a idéia que os
niveis elevados de IgM sio devidos & uma maior frequéncia de

infeccbes virais no grupo de doentes por eles estudado. Ao

&4



contrarioc de MING e cols., (1977), n3o observamos diferenca
significativa nos niveis séricos de IgM e das outras
imunoglobulinas entre os pacientes portadores ou n3o de
infecgbes recorrentes do trato respiratdrio. Portanto, &
pouco provavel que os niveis séricos de anticorpos
encontrados , contribuam como fatores de risco na maior

susceptibilidade as infeccbDes entre nossos pacientes.

Nossos resultados mostraram haver umza
contagem de leucdcitos significativamente maior durante o
uso de teofilina. ALBERT, (1987) em uma revisdo, velatou
haver uma associacdo entre leucocitose e intoxicag¢3o pela
tepgfilina. Entretanto, naop ha nenhuma publicac¢io
correlacionando especificamente contagem de leucdcitos e

niveis séricos de teofilina.

NAGY, (1981), observou que em individuos
asmaticos submetidos a um teste de provocagao brbnquica com
Dermatophagoides farinae, apds 20 minutos de observacio,
agcorria aumento dos fatores quimiotaticos séricos de
neutrofilos(FQSN), sem alteracio na contagem dos
aranulocitos periféricos, o que coincidiu com os achados de
LINDGREN g cols., (1978). 0 ndmerp de ecsinafilos
entretanto, teve queda inicial e aumento significativeo apds
24 horas de observagldo. VENGE e cols., (1982) ao contrario,
observou aumento significative do niumero de PMN, 120 minutos
apds provocacao brbnguica com Dermatophagpides pteronyssinus

e asmaticos, sem correlacio com FGGN termoldabil bu

&
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termoestavel, e defende a idéia que tal fenbmeno deveu-se a
redistribuic3oc do pool marginal de PMN. Este fenBmeno, seria
analogn a leucpcitose produzida pelo stress e
corticosterdides e nlo ao maior trafego de células, ja que
nac houve aumento da lactoferrina serica, a qual refletiria

maior “"turnover” e atividade dos neutrofilos na circulagio.

Em nossoc casec, o fato de naoc haver
correlacio entre o numero de leucdcitos e os niveis séricos
de teofilina, acentua a hipdtese que tal elevag3o na
contagem decorra do estade clinico-patoldeico dos doentes e

nio da influéncia da drogs.

N80 hpuve diferenga significativa ao se
comparar =a contagem de leucdcitos entre os pacientes
portadores ou nao de infeccoes recorrentes do trato
respiratorio, sob uso ou nBo de teofilina, © que nos permite
afastar tais dados como fatores de risctc nha maior

susceptibilidade &s infecedes em nosso grupo de estudo.

Guando os pacientes nac faziam uso da
teofilina, obtivemos valores vreduzidos nas migracoes
espontanea de PMN e estimulada em soroc normal de PMN e MON,
quando comparados aos controles, o gue esti de acordo com =
literatura anteriormente referida. Nao COmPAYamos 0s
resultados por faixa etaria, pois o agrupo  controle
utilizado, nao apresentou variac8o nos valores da migragdo

espontanea e estimuladz de PMNe de MON em relacio » idade

(VILELA, 1983).
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Ao utilizar teofilina na dose de 20
mo/kg’dia, observamos uma diminui¢8o cignificativa nos
valores da migra¢3o espontinea e estimulada em soro normal
dos PMN e MON, aquandoc comparadas aos controles. Tal
tendéncia foi amplamente confirmada ao compararmos 08
resultados dos pacientes na presenca e auséncia de droaa,
havendo redugao significativa nos wvalores da wmigracdo
espontdnea e estimulada em soro normal, ou individualmente
no soro do doente, dps PMN e dos MON, o que esta de acordo
com as observagdes "in wvitro”de NIELSEN e cols., (i19B8B8B) e
FISCHER e cols., (1980). A analise estatistica indica ainda,
que os MON parecem ser mais susceptiveis a este efeito

inibitorio, e que tal fendmenoc se da de maneira mais

previsivel entre os PMN (tabela 4).

Com o objetivo de discriminar o efeito
inibitorio da teofilina sobre os fagdcitos, comparamos os
valores da migracao estimulada de PMN e MON em soro normal
ou sSOvo do  paciente, sob usp ou ndp de teofilina.
Constatamos que durante o usp da droga pelos doentes,
somente a migrac80 dos PMN foi diferente. Nas outras
situacBes, foram semelhantes, o que mostra uma influéncia
preponderante sobre a célula, para a explicacidoc deste
fenbmeno. Ta) fato, é confirmado pela reducldo significativa
na migragdc espontl@nea de ambos fagdcitos durante o uso de
teofilina, gquando niEo hd qualquer estimule para a migracdo

¢a célula.



De acordo com a literatura anteriormente
referida, também n3o encontramos correlac3o significativa
entre os wvalores da wmigrac3oc esponti3nea ou estimuladas dos
fagdcitos e os niveies séricos de IgE, independentemente do

uso da droga.

N&o encontramos diferenga significativa
nos valores da migracio dos PMN ou MON, em gquaisquer dos
tratamentos dados, entre os garupos de pacientes portadores
ou ndo de infeceBes recorrentes do trato respiratorio. Tal
fato, nos faz sugerir que o0s wvalores da migrac3o dos
fagocitos encontradpos, nSo permitiu distinguir dentre os

pacientes, aqueles com maior susceptibilidade &s infecgbes.

Queremas vressaltar ainda, que na maioria
dos trabalhns publicados sobre quimiotaxia de fagdcitos em
pacientes atdpicos, especialmente nos asmaticos, os autores
tiveram a] cuidadop de excluir D Uso de drogas
imunossupressoras, mas ndc de broncodilatadores. Acreditamos
por isto, que dentre ops resultados por eles apresentados,
possam estar embutidos os efeitos inibitorios de teofilina

spobre & migracio dos fagdcitops.

A analise dos niveis sericos de
tenfilina, mostrou um nivel médio proximo de 10 mca/ml, o
que estd de acordo com outras publicacBes (NIELSON e cols.,
1988; NIELSON e cols., 1984; HIGBEE e cols., 1982, NACLERID

e tols ., 1986 e KYONG e cols., 1982). Houve um casc, cuip

nivel seérico de teofilina encontrado +foi de 2mcg/mil,
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provavelmente devide a falha no horarioc ou dose da
medicacdo. Consideramos em npssa andlise,mesmp agqueles
resultados relacionadas a este nivel tédo baixe, Ppois a
literatura mostva que os efeitos inibitorios da teofilina
sobre a ativacio dos fagocitos, ocorvre mEesSmo em
concentracbes abaixo da faixa terap8utica, a partir de 1,8
mcae/ml (NIELSON e cols., 1988; NIELSON e cols., 19854 e KYONG

e rols., 19H2).

D fato de n3o haver correlagdo entre os
valores da migragio espontdnes ou estimulada de PMN e MON
durante o uso terapButico de teofilina & o5 niveis sericos
da droga, denota uma susceptibilidade bioldgica individual

ac efeito inibitdrio da droga.

A auséncia de diferenga significatiwva
nos niveis séricos de teofilina entre os grupos de pacientes
portadores ou nao de infec¢tes recorrentes do trato
respiratdrio, a auséncia da droga no soro de 23 pacientes na
segunda fase da investigacB0 e o alto grau de correlacio
(r=0,9872) entre os dois meétodos empregados para a dosagem
de teofilina, nos permitiu fazer todas as comparagoes

anteriormente relatadas.

Os mecanismos pelos quais a teofilina
pode exercer seus efeites inibitdrios sobre os fagocitos
incluem: inibici3o da fosfodiesterase (BUTCHER e SUTHERLAND,
1942) e (POLSON e cols., 1978), antagonismo aos veceptores

da adenosina (FREDHOLM, 1980) e alteracan da mobilizacBo0 do
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cdlecio intracelular (COX e KARNOUXKY, i973; BRYANT e

SUTCLIFFE, 1974 e KYONG e cols., 198E).

NIELSON e cols. (1988}, demonstraram que
a teofilina inibe a ativac3o de PMN diminuindo a liberacio
dos mediadores da inflamacdo. A& inibig3p da geracic de
leucotrieno B4, da liberac3o de metabdlitos do oxigénio, a
elevacio intracelular do AMP ciclico e a redug3ao na
mobilizag8o do cadlcio intracelular, foram induzidas pela
teofilina "in wvitro”, em concentracgbes dentro da faixa
terapeutica (9 a 18 mcg/ml), o que foi confirmado "in vive"
utilizando~se doses terapButicas da droga em voluntdrios. Os
resultados sugeriram que =a elevagdo do AMP ciaclico
associados a uma reducdo no cadlcio intracelular, causaria

inibic80 das fungBes celulares mediadas pelo cdlcio.

CRONSTEIN e cols. em 1983, demonstraram
que & adenosina 1inibe a ativagac dos PMN, atraves da
estimulac@o de seus receptores AR , e posteriormente, que
gsta, aumenta a atiwvidade da adenilatociclase (CRONSTEIN e

cols., 19835).

NIELSON e cols., em 19846, wverificaram
que a teofilina bloqueia os efeitos da adenosina sobre os
PMN ¢ discutem que tais efeitos, tendem =a aumentar a
ativacio dos PHN, e s3o portanto improvaveis de contribuir
para a inibic3o observada em seu dltimo estudo (NIELSON e

cols., 1988)
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ROSE e cols. (1988) em contrapartida,
haseando~-se no fato de gque as metilxantinas sic antagonistas
competitivos dos receptore Af e A2 da adenosina, observaram
surpreendentemente  que a adenosina 3118 analogos,
estimulam a guimiotawia de neutrd?iiaé, predominantemente
via receptores A2 dms adenosina. 0 efeito paradoxal da
adenosina nos receptores AR inibinde a producdo de gnions
superaxidp, mas estimulando a «guimiotaxia, sugere que 0
acoplamento dos receptores para 2a quimiotaxia estimula =
migrac3o e o burst vrespiratorio por wvias intracelulares
distintas. Desta maneira, a adenosina estimulariz = migraCao
dos neutrofilos para sitios de infeccSo ou necrose tissular,
sem causar dano aos tecidos por onde passa. Partindo desta
idéia, podemos =dmitir que 2a teofilina poderia exercer “in
vive®, nas doses terapfuticas, um antagonismo competitivo
rom os receptorec AP da adenosina, diminuindec assim 2
quimiotaxia, também por este mecanismo, j3 gque a regula¢do
do  evento de miagracio € a ativacao do *hurst T

respiratdrio, parecem peorrer por diferentes vias

intracelulares.

BRODUS, (1970), observou que havia uma
estreita correlagio entre os niveis de BMP ciclico intra e
gxtracelular ao utilizar drogas simpatomiméticas em
voluntidrios, ou seja, na medida em que ocorria elevagdo do
AMP ciclico intracelular, paralelamente, subiam os niveis

plasmidticos de AMP ciclicao, apesar de as concentraches



intracelulares seren SEMPre malLores. WIEMER, (1981,

observou o mesmp fendmeno em eritrdcitos de ratos.

A partir destes dados, optamos pela
dosagem dos niveis plasmdticos do AMP ciclico em nossos
doentes, ja oque tal procedimento foi mais compativel com

nossas condigdes técnicas de trabalho.

Nossos resultados apontam nos doentes,
uma elevac83o significativa dos niveis plasmaticos do AMP
ciclico durante o uso terap8utico da teofilina nas doses
recomendadas pela literatura (p{®,003), quandp comparados ao
periodo sem droga, o que esta de acorde com os resultados de
WETH e cols. (1985). Apesar da elevacdo ser signifaicativa, €
baixa a correlaclo (r=0,3291) entre os niveis plasmiticos de
AMPc, durante e apds © uso terapButico da teofilina,
denotando um carater individual de resposta a droga. Tal
fato, foi confirmado pela auséncis de correlacdo entre os
niveis plasmaticos do AMP «ciclico e os nivels séricos de
teofilina durante seu uso (r=0,0733). Também, n3o houve
diferenca significativa nos niveis plasmdticos de AMP
ciclico, durante o uso ou n3o de teofilina, entre os
pacientes portadores ou n3o de infecgbes recorrentes do
trato respiratorio, sugerindo para nos, que este fator
serico ndo distinguiu os pacientes de maior susceptibilidade

35 infeccbes.

Concluimos nue em nosso estudy, a

teofilina em uso terapéutico nas doses recomendadas, foi



capaz de inibir a migra¢3c espontdnea e estimulada de PMN e
MON, com elevagdao significativa dos niveis plasmaticos de
AMP ciclico, acentuando ainda mais, os baixos valores de
migracdo encontrados na auséncia de droga. N3o temos
elementos para afirmar se este efeito-imunossupresgor sobre
o sistema fagocitico, € beneéfico no sentido de controlar
melhor o©os mecanismos inflamatorios relacionados a asma
cvonica, enfaticamente os da fase tardia, onde 0s
neutrofilos tém participa¢do ativa, ajudando a evitar com

isto, a destruicao do tecido pulmonar.

Especulamos ainda, que os baixos valores
de migraclo encontrados na auséncia de drogs neste e  em
outros trabalhos, possam constitulr um mecanismo

homeostatico adaptativo, onde a baixa migra¢ap evitaria um
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afluxo celular excessivo aos tecidos cronicamente inflamados

rpelos mecanismos de alergia, evitando assim, dano tissular
ainda maior, atraves ds liberacso de enzimaes lisossomais e

dos mediadores da inflamacio.

Tao pouco, temos elementos para
discriminar os mecanismos que levam a uma maior
susceptibilidade as infeccdes em nossos pacientes, pois o
comportamento do grupo de doentes portadores de infeccOes
recorrentes do trate respiratdrio, foi em todo similar
zqueles n3o portadores desta condi¢3o, em todos pardmetros

aqui analisados.



Entretanto, cremos <gque estudos clinico-
laboratoriais mais aprofundados nestes pacientes, tais como
aspectos da neurcimunomodulac3o, possa contribuir para a
COMPreensao desta susceptibilidade, visto que tais
individuos estio expostos cronicamente a um “stress”
inescapavel, 6 dque pode comprometer o desempenho do sistema
imunoldgico a longo prazo. Também, a busca de fatores de

supressao da resposta imunoldgica, devem ser investigados .
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Estudamos 3¢ criangcas portadoras de asma
crbnica, sendo 16 do sexo feminino e 14 do sexo masculino,
17 portadoras de infeccoes recaorrentes do trato

respiratorio, cuia idade variouw de 5 a 13 anos.

Com o objetivo de identificar =alguns
fatores de risco com relev3ncia na determinac83o da maior
susceptibilidade as infecgbes nestes pacientes, bem como os
possiveis efeitos inibitdrios da teofilina sobre a migragac
dos fagdcitos PMN e MON, fizemos o acompanhamento clinico
destes doentes e instituimos o seguinte protocolo de

investigac3o:

{A): constatado o diagndstico de asms
crbénica, os pacientes passaram a usar somente teofilina na
dose de @20ma/kg/dia, divididas em 4 doses durante 10 dias.
Decorrido este prazo, foram coletados os seguintes exames
laboratoriais: hemograma; ogquimiotaxia de PMN e MON; dosagem

sericas de imunoglobulinas, complementoc, AMPc e teofilins.

{B): apods acompanhamento por uma eguipeg
multidisciplinar, na medida gque o0s pacientes apresentassem
melhora clinica, & pontc de permanecer 7 dias sem receber
qualguer medicacao, colhemos os seguintes exames: hemograma,
gquimictaxia de PMN e MON; dosagem sérica de AMPc e

teofilina.

A analise dos resultadns, nos permitiu

tirar as segintes conclustes :



(A): o pertil clinico dos pacientes aqui
estudados, € semelhante ao obtido por RIBEIRO, (1987), em

outro trabalho realizado neste mesmo servigo.

(B): os niveis séricoe das fragBes C3 e
C4, bem como a atividade CH5® do complementc em nossos

doentes, est3o dentro da normalidade.

(C): o8 niveis séricos de IgM e 1IgfE
estdo significativamente elevados quando comparados aos de
criancas normais, os niveis de IgG e IgA est3o dentro da
normalidade, com exce¢3c de um caso onde a IgA serica estava

H

{DY: o nivel serico medio de teofilina

em nossos doentes & de 10,63 microgras/ml.

(E): as migracdes espontinea de PMN e
estimulada de PMN e MON, na auséncia do uso terapButico de
teofilina nas doses recomendadas, encontram-se diminuidas em

relac8c aos controles.

(F): a teofilina, provavelmente, exerce
um efeito inibitoriec sobre a migracao espontidnea e
estimulada dos PMN e MON, pois os baixos valores de migracio
encontrados na auséncia do uso terapéutico da droga foram
acentuados ainda mais, auando esta foi utilizada pelos
pacientes. Tal efeito, aparentemente n3o0 dose dependente,

parece se da. sobre as celulas.
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(G)Y: durante o© usp da teofilina, os
nivelis plasméticos de AMPc encontram—-se significativamente

elevados.

(HY: n&8p ha correlac3o entre os niveis
séricos de teofilina e os de AMPc, mostrando uma tendéncia

bioldgica individual de resposta a droga.

(IY: n30 ha correlacg8o entre os niveis
sericos de IgE e os valores da migracio espont@nea ou

ecstimulada dos PMN e MON

(J): o comportamento dos parametros
encontrados entre os grupos de pacientes portadores ou nao
de infeccbes recorrentes do trato respiratorio, foi em todo
semelhante neste trabalho, o que nao nos permitiu
identificar fatores de risco na maior susceptibilidade as

infeccdes.
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ORDEM NOME SEXO COR
1 A.A.B.& FEM. BRANCA
4 C.M.R FEM. BRANEA
3 R.C MASC . BRANCA
4 u.L.s FEM. PRETA
S P.E.& MASC . BRANCA
& A.C.L MASC . BRAMCA
7 T.M.L FEM. BRa&NCA
B §.A.H FEM PRETS
g E.8 MASC. BRANCA
i@ E.C.H MasE . BRANCA
i1 R.M.S FEM. BRANCA
12 D.0.a MASC. BRANCA
13 M.R.L MaSC . BRANCaA
i4 E.8. B FEM. BRANCA
15 A H. S, MASC BRANCA
ié E.M.0. FEM. PRETA
17 E.L.S.M FEM. BRANC#A
ig F.H.R MABC . BRANCA
i M.C.E.R Mast . BRANCA
2e E.A.HM FEM. BRANCA
21 C.B.A FEM. BRANCA
a2z M.C.B MASC . BRANCA
23 M.R.P FEM. BRANCA
24 P.R.Z MASC . BRANCA
25 R.C.R MASC . PRETA
26 ALK& MASBC BRANCA
27 T.C.8 FEM. BRANCA
28 Z.P FEM. BRANCA
a9¢ P.M.V FEM. BRANCA
3¢ A.HM FEM. BRANCA

36/065/75
Q4/03/77
24/08/78
17/05/73
¢3/10/80¢
21/14/75
e6/07/8e
19/44/84
17/4@/75
03/64/77
20/06/79
07 /08/81
05/07/78
11/67/78
Jesoess/ge
28/07/7%
29/63/83
24/05/77
25/e5/73
19/e2/77
24/02/862
i3/e4/8e
26/62/82
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e2/12/73
a2asees77
16/11/78
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§.B.D DESTE
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NIVEIS S&€RICOS DAS FRACBES €3, C4 E ATIVIDADE CHSe DO
COMPLEMENTO EM CRIANCAS COM ASMA CRENICA.
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FACIENTES CH5e = C3xs ChAxx
1 146,00 1.235 6,46
g2 i1i1,06 i,3¢ 6,27
3 iel, 00 1,26 @.,60
4 114,00 ¢,4¢ ¢,200
5 &1,00 ¢,?¢ ¢,47
é 134, 06 1,68 @, 48
7 133,00 1,35 @,46
2] 175,060 i,ie @,7¢
@ 232,00 {1,353 ¢, 44

i@ 166,00 1,20 3,5¢@
i1 2ee, 00 1.35 ¢,32
ig 128, ¢¢ 8,95 @.,26
13 125, 060 1,20 @.,48
14 133, 8¢ 1,66 @,34
15 i85, 66 ¢,95 ¢,28
1é 75,00 1,5¢ ¢,57
17 144, 0¢ 1,1¢ 6,46
iE 151,06 1,15 @, 6@
19 148, 6¢ i,88 é,36
2 158, 0¢ 1,34 ¢,26
21 118,006 ¢,8¢ ¢,38
22 1460, 00 1,45 ¢.,58
23 149,080 i,20 &, 40
24 1464, 66 1,48 6,24
25 156, 00 1.1¢ &, 38
2é 168, 00 i.1e @,33
=27 147, 6¢ 1,45 ¢,28
28 125,00 i,te 6,43
29 i81.,08¢ 1.,2¢ @,37
3@ 117,00 1,360 @,42
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VALORES DOS NiVEIS S&RICOS DAS IMUNOGLOBULINAS: IgA, IghM,
IgB e IgE EM CRIANCAS PORTADORAS DE ASMA CRGNICA.

ik e it o o — A b WA Gl Wit T - o — A — A W U O WY A L A/ B G ol i et Wl e e T T o i el ko e W Ty i TS o o i o e it Sl o sl

PACIENTES 7/ Igax TaMx Ig(% IgE#%
i 19¢.00 ige, e 145¢,006 411@e,09
£ 156,00 280, 60 123,00 1243, 80
3 27e,00 296,698 15506, 00 14644, 60
4 216,00 345, &6 113¢, 00 137,60
5 246,60 166,00 140¢,00 S525¢,0¢
& 210,08 19¢,6¢ 1456, ¢ 3400, 00
7 115, e¢ 27¢,00 1250, 00 426,00
2 160,66 i8¢, 00 1506, 00 LG, 06
e 396, b 196,08 1360, e 192,08

i@ 21¢,00 206,00 1456, ¢ 1166,00
i1 17¢.,8@ 30, 00 1356, 0@ 1333, 60
ie 19¢, 60 165, 0¢ 1856, ¢ 736,00
i3 24AG, 00 25¢, 80 1256, 00 141¢,06
14 156,00 245,00 1156, a¢ 1506, 06
i3 a0, 60 13953, 6¢ 1206, 006 1492, @6
16 230,00 cae, 00 1856, ¢0 16808, @G
17 156,060 37¢, 00 17¢6¢, 60 7ehe, ee
18 o0, 66 230,00 2256, 60 LE58, 00
i¢ 27¢, 66 186,00 1356, 00 152¢,00
ze 166,00 176,00 11e3. 0@ 18256, 0¢
21 £950, 60 186, 09 1280, 08¢ 138¢, 0¢
2z 366, 0¢ 33¢@, e 1400, 00 875¢,00
23 160,06 406, 0@ 1150¢,60 146806,00
24 27¢,08 ce0, 00 1360, 00 1937, 00
25 2%e, 0¢ 21¢,00 1106,060 1856, 0¢
cé 3ie,0¢ 300,0¢ 95¢, 06 435¢, 06
27 105,00 345, 6@ 856,00 73¢,00
28 15¢, 0@ e’e,00 1260, 60 1706, 00
29 i5e¢, 00 23¢, e 1156, 00 &8¢, 00
3¢ 19¢,00 3%e, 8¢ 1556, 06 486, 00
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VALORES EXPRESSOS EM NG/ML.

VALORES EXPRESS0S EM UI/NL.
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NIVEIS SERICOS DE TEOFILINA E DE aMP CiCLICO SOB USD DU NAD

DESTA DROGA,

EM CRIANCAS COM ASMA CRGNICA.

FACIENTES AMPc * AMPe = TEDFILINA
COM DROGA S5EM DROGA *¥
i 63,00 21i.2@ i3.0¢
e 36,20 34, 8¢ 13,00
3 46,860 37, 4e 16,60
4 3¢, 40 27 ,8¢ 18, 6¢
w2 b2, 6@ 44,00 13,00
& 43,4¢ 29,00 13, 00
7 35, 40 0@, 4@ 1¢e,00
8 61,60 21,80 11,00
k2 3z2,8¢ i2,6@ ¢, 00
ie 16,060 33,68 g,00
i1 &1, 4¢ 24,49 7,00
ig 73,4¢ 3%, 0¢ 6,00
13 37,20 48, 4¢e g,0e¢
14 9,66 135,660 7,00
15 36.00 11,00 6,00
1é 41, 4@ 93, 60 9,00
17 69,20 7e,2e 2.00
i8 33, 4¢ 47 , 4@ 6,00
i? 7¢,60 £E8.B@ 8,e0
2e 36,80 1¢.4¢ 7,00
21 DESCONHECIDO DESCONHECIDG 7,00
2a 47 ,4¢ 27, 6¢ 23,56
23 34, 8@ ce, 40 14,00
24 DESCONHECIDD DESCONHECIDO 13,5@
25 36,00 17,60 11.2¢
26 DESCONHECIDO DESCONHECIDBO z2,00
ez DESCONHECIDOD DESCONHECIDD 16,79
28 31,60 13,00 iz, ee
29 DESCONHECIDO DESCONHECIDO 4,00
3¢ DESCONHECIDO DESCONHECIDO 12,00
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CONTAGEM TOTAL D0OS LEUCSCITOS DO SANGUE PERIFERICO EM
CRIANCAS COM ASMA CRSBNICA DURANTE 0 USO OU NAD DE TEOFILINA,
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PACIENTES LEUCSCITOS LEUCACITOS
COM  DROGA SEM DROGA
1 13100 7500
2 L6008 8556
3 200e g100
4 4300 4000
5 2556 5000
b 586@ L9060
7 5050 5300
B 7900 LPOE
9 12700 6300
16 14200 8106
14 L0060 8900
1P 10500 R7 80
13 500 7300
14 5150 4200
15 400 7008
16 5460 5800
17 7200 L5600
i8 7700 6400
19 7000 7500
20 1550 7706
21 2300 8685¢
2e 000 8700
23 000 7400
24 41006 3700
25 §0500 4400
2é 7100 84060
27 B&OOG 2000
28 10060 12800
29 7i00 7500
3¢ B0 L900
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VALORES DA MIGRACAD ESPONTANEA (DETERMINADA EM MEIO DE HANKS) €
ESTIMULADA (DETERMINADA EM "pooL” DE SOROS NORMAIS ou
INDIVIDUALMENTE NO SORO DO DOENTE, PREVIAMENTE INCUBADOS COM LPS)
DE PMN E MON DE CRIANCAS CDM ASMA CRANICA, DURANTE 0 USD DE
TEOFILINA. =
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PAC./ PMN MEIO PMN SNL PMN SP / / MON MEIOQ MON SNL MON 8P

1 i?,c0 74,42 183,42 19,17 83,82 78,17
2 26,07 ii11,2@ 117,12 19,12 892,19 73,40
3 3z,37 125,39 129,32 18,42 89,05 74,97
4 29,82 109,17 ie1,87 19,97 77,78 7%.82
] 12,93 119,29 i10,30 21,25 ?9,7¢ 73,25
& 7,92 88,37 110,77 7,45 81,37 72,85
7 146,30 121,900 119,35 17,45 114,43 97 .42
8 18,13 101,00 112,97 32,25 95,27 iez2,72
? 38,42 i24,82 129,27 48 .12 71,45 77,39
10 12,35 82,47 88, 47 33,70 39,47 41,85
i1 i8,02 129,85 110,20 ig,72 74,79 72,40
12 10,30 63,15 33,92 17,92 100,47 40,27
i3 14,42 80,73 72,40 19,49 48,357 74,27
14 12,40 72, 4¢ a8, 32 23,13 46,17 39,98
18 11.37 72,22 ?8.,12 14,27 38,12 34,13
ié 18,15 - 112.29 117,92 29,72 9 .50 746,880
17 16,72 110,15 121,30 18,32 24,23 74,40
i8 23,495 127,17 128,77 14,99 ?22.15 73.355
19 24,80 191,85 114,80 41,47 72,19 44,20
29 46,17 ies, e 130,57 30,469 48,47 gz, 08
21 20,39 128,42 131.75 11,83 81,72 78,29
ae ig, 12 98,95 105,73 12,37 76,359 87,35
23 13.45 116,40 116,00 14,97 197,29 73,482
24 11,99 104,95 124,15 12,47 89,99 78,45
23 11,89 79,97 73,38 11,49 44,22 &4,95
2é 12,57 126,87 125,33 29,77 119,85 127,465
a7z 12,75 111,39 123, 47 11,47 22,27 ?7,29
28 17.27 ?7.00 84,50 15,22 28,80 117,75
29 11,45 79,33 ?0, 42 19,12 78,935 88,93
3e 12,47 108,40 117,37 17,90 79,37 84,22
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VALORES DA MIGRACAZQD ESPONTANEA (DETERMINADA EM MEIO DE HANKES) £
ESTIMULADA (DETERMINADA EM “POOL" DE SOROS NORMALS ou
INDIVIDUALMENTE NO SORO DO DOENTE) DE PMN E MON DE CRIANCAS COM
ASMA CRGNICA, NA AUSENCIA DE TEOFILINA. #

1 2z,3@e 121,45 142,462 22,87 92,87 109,47
2 29,42 113,235 118,29 18,19 74,92 24,258
3 34,92 124,32 129,15 21,79 88,47 24,37
4 36,37 116,62 119,10 13,55 79.15 846,39
5 28,27 119,82 i28,22 2&,82 123,37 113,72
b 29,45 194,33 199,97 17,47 82,82 76,468
7 24,82 110,32 187,77 E7 .49 89.25 26,17
8 28,77 118,92 115,15 27.22 7,02 ?3.22
? 49,25 127,92 115,32 34,15 109,40 {11,792
ie 29,80 84,95 23,72 22,75 83,72 83,97
i1 45,92 123,45 114,37 24,135 113,20 185,25
i2 21,835 77,73 75,20 29,52 72,89 49,75
i3 28,40 87,43 114,97 19,907 P9, 48 8z, 42
14 29,75 ?2,49 83,42 26,97 78,29 88,32
13 22,40 106,97 19@,352 33,00 43.32 81,45
16 28,73 115,49 i24,80 23,78 121,49 114,25
17 24,89 112,39 127,460 al, a7 81,37 85,25
i8 44,45 124,907 119,27 33,147 198,82 114,909
19 24,882 106,15 111,87 21,08 89,17 75,22
29 34,43 139,22 134,95 26,97 21,79 73.32
21 23,12 87,15 81.95 12,45 iie,v& 123,79
22 38,20 124,19 124,42 21,47 i12,97 198, 42
23 36,95 127,22 129,95 28,17 99,13 24,85
24 29,32 195,37 115.32 29,40 111,49 196,22
25 3, 22 139,292 133, 45 24,35 114,47 120,90
24 24,39 128,47 129,39 24,47 199,65 114,47
27 346,17 104,40 132,59 2%,33 119,52 iie.72
28 26,29 86,02 23,15 29,00 81,87 74,79
29 33.75 120,55 125,42 22,29 &8, 78 68, 42
3@ 39,97 129,30 128,97 42,42 i21.72 105,42
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VALDRES DA MIGRACAO ESPONTANEA (DETERMENADA EM MEIO DE
HANKS) E ESTIMULADA (DETERMINADA EM "POOL" DE SODROS HUMANGS
NORMAIS) DE PMN E MON DOS INDIVIDUOS CONTROLES.
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INDIVIDUGS/ PMN MEIO PMN SNHNL  / MON MEID MON SNL
i 55,33 159,32 13,85 ies,a:
g 23, 6z 140,16 1t,28 74,32
3 54,44 113,74 18,13 81,27
4 38,85 ?B.74 15, 4¢ 142,81
& 33,88 ies, 88 15,196 1@5,84
& 28, 31 i42,8¢ 34,935 122, 1€
7 36,2¢ 106,11 2¢,74 iez.z2&
8 38,5¢ 115,463 18,40 ie4,81
@ 47,45 106,00 29,62 136,74

1¢ 3%,5% 114,37 24,66 196,.2%
i1 43, 0¢ 113,75 21,94 23,78
iz 44,00 115.7% 29,85 26, 66

3 34,9¢ 114,43 20,413 25,77
14 Se.3e i34, 062 22,52 93,25
15 31,63 ii1B8.22 36,32 134,51
i& 41.2% 118,33 26,4658 119,33
17 e3,%S iie, Bz 35,25 98,1¢
1 25, 8¢ i2e,e¢ 29,285 108, 40
19 27 .28 111,83 39,8¢ 115,52
Ze 48, 462 125, 34 34,35 118,49
21 44,62 117 ,1é 9,357 17,73
e 39,214 - 143,42 435,00 118,65
23 44,65 108,94 246,15 75,94
24 46,87 128,43 8¢, 62 103, 62
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