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Resumo

Objetivo: Investigar a liberacdo espontanea e esti-mulada
(com forbol miristato acetato - PMA) de supe-roxido por
granulécitos e células mononucleares de adolescentes e
criangas asmaticos classificadas segun-do os critérios do
relatério Iniciativa Global para As-ma (GINA) de 1997.

Métodos: Selecionamos 30 pacientes de seis a quinze anos,
e os classificamos como tendo asma in-termitente leve (AL,
n=9), persistente leve (APL, n=8), persistente moderada
(APM, n=7) e persistente grave (APG, n=6). Os granuldcitos
e células mononu-cleares foram fracionados a partir de
amostras do san-gue periférico por gradiente de densidade
desconti-nuo. A cinética de liberacdo de superoxido (0, 5, 15,
25, 45 e 60 minutos) foi avaliada segundo a redugdo do
citocromo c¢, especificamente inibida pela superd-xido
dismutase. Os resultados foram comparados com os de 18
adultos sadios por analise de variancia.

Resultados: A liberacdo espontanea de superdxido pelos
granuldcitos foi significativamente maior, aos 25 minutos, nos
grupos APL, APM e APG comparado aos grupos de
individuos sadios e AIL (p<0,05), aos 45 minutos nos grupos
APL e APM e aos 60 minutos nos grupos APG.

A liberacdo de superdxido pelos granulécitos esti-mulados
com PMA, foi significativamente maior nos grupos APM e
APG que nos individuos sadios, em to-dos os tempos. Nao
houve diferenca significativa na liberagdo de superdxido por
células mononucleares, estimuladas ou ndo com PMA, entre
os diversos gru-pos de asmaticos e individuos sadios.

Conclusdes: Ha tendéncia de maior liberacdo de superoxido
por granuldcitos de pacientes com formas mais graves de
asma, o0 que pode constituir fator de risco para dano
pulmonar. Este novo dado quanto a fi-siopatologia da asma
pode estimular o desenvolvi-mento de novos agentes de
modulacdo farmacolégica, contribuindo assim para ampliagcao
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Discussao

Os reativos intermediarios do oxigénio estdo implicados no
dano tecidual conseqiente aos processos inflamatérios
crbnicos, como na asma. Seus efeitos adversos nesta
doenga incluem con-tracdo da musculatura lisa brénquica,
aumento da permeabilidade vascular, geracao de fatores qui-
miotaticos e peroxidacdo lipidica, levando a pro-ducdo de

mediadores secundarios com efeito broncoconstritor®.

O critério de avaliagdo de gravidade adotado obedeceu a

classificagdo proposta pelo GINA (1997)7, gue se baseia nos
seguintes padrdes: fre-quéncia de sintomas, limitacdo da
atividade fisi-ca, frequéncia de exacerbacdes, sintomas
notur-nos e fungdo pulmonar. Este estudo mostra que em
criangas asmaticas com sintomas persistentes, ocorre maior
liberagdo espontanea ou estimulada de anion superdxido por
granuldcitos quando comparada a de individuos sadios ou
com asma intermitente. Estes resultados demonstram a im-
plicagdo da producdo exacerbada deste radical livre na leséo
pulmonar dos pacientes com sin-tomas freqiientes, mesmo
naqueles classificados como persistentes leves.

Jarjour e Calhounl® observaram associacdo se-melhante
entre a producdo espontanea de superé-xido por leucécitos
recuperados das vias aéreas de adultos asmaticos com
volume expiratério for-cado no primeiro segundo inferior a
80% do pre-visto. Estes autores também correlacionaram
sin-tomas noturnos de asma com aumento de libera-¢édo de
superoxido por leucdcitos totais do espaco aéreo e queda do

fluxo expiratériol4. Kato et all® demonstraram que
polimorfonucleares de crian-¢cas asmaticas produzem mais
superéxido do que os de controles sadios, e que esta

producdo é ain-da maior durante a crise aguda.

N&o encontramos diferenca na liberacdo de su-perdxido por
células mononucleares, estimuladas ou ndo com PMA.
Supomos que este achado po-de ter sido influenciado pela
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do arsenal terapéu-tico da doenca.

Rev. bras. alerg. imunopatol. 2000; 23(2):58-65 asma, radicais livres, NADPH
oxidase, superoxido, burst oxidativo, criangas.

Abstract
Objective: To investigate the spontaneous and PMA-
stimulated  superoxide release by peripheral blood

granulocytes and mononuclear cells from asth-matic children
classified according to GINA/NIH (1997) criteria.

Methods: 30 patients were selected (6 to 15 years of age)
and classified as suffering from mild intermit-tent (MI,n=9),
mild persistent (MIP,n=8), moderate persistent (MOP,n=7) and
severe persistent asthma (SP,n=6). Granulocytes and
mononuclear cells were isolated from peripheral blood
samples by disconti-nuous density gradient centrifugation.
The superoxide release kinetics (0, 5, 15, 25, 45 and 60
minutes) was evaluated by the superoxide dismutase
inhibitable re-duction of cytochrome c. The results were
compared to those obtained from healthy adults analysis of
va-riance.

Results: The spontaneous release of superoxide by
granulocytes was significantly higher at 25 minutes in the
MIP, MOP and SP groups compared to healthy in-dividuals or
the MI group (p<0,05); at 45 minutes in the MIP and MOP
groups (p<0,05) and at 60 minutes in the SP group (p<0,05).

The PMA-stimulated release of superoxide by gra-nulocytes,
was significantly higher in the MOP and SP groups compared
to healthy individuals at all sam-pling times (p<0,05 in all
situations). There was on significant difference in the PMA-
stimulated or spon-taneous superoxide release by
mononuclear cells a-mong all the asthmatic groups and
healthy individuals.

Conclusions: There is a trend of higher superoxide release
by granulocytes according to the patient's as-thma severity.
This represents a risk factor for pulmo-nary tissular injury.
Pharmacological modulation should focus on this pathological
finding.

Rev. bras. alerg. imunopatol. 2000; 23(2):58-65 Asthma, free radicals, NADPH
oxidase, superoxide, oxidative burst, children.

Introducao

Radicais livres sdo definidos como quaisquer elementos
quimicos com existéncia propria, que contém um ou mais

elétrons nao pareadosl. Os ra-dicais superéxido e oOxido
nitrico sdo produzidos continuamente in vivo, com
implicacdes fisiol6-gicas e patoldgicas.

Os fagoécitos contém uma NADPH oxidase as-sociada a
membrana, a qual produz superéxido e outros reativos
intermediarios do oxigénio (radi-cais livres), responsaveis por

atividades microbi-cida, tumoricida, e inflamatéria2-3. Durante
0s processos inflamatoérios estes radicais livres cons-tituem

fator de risco para o dano oxidativo dos tecidos®.
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presenca de linféci-tos entre os mondcitos, jA& que os

primeiros libe-ram pouco superéxid016. Majori et all’,
estudando também células de sangue periférico, encontra-
ram uma producdo maior de superéxido por mo-ndcitos de
pacientes com asma ndo controlada ou nao tratada do que
nos pacientes com asma con-trolada. Em seu processo de
separacao celular, os linfécitos foram removidos do gradiente
mono-nuclear.

Estudos anteriores ja haviam encontrado corre-lagdo entre o
aumento da producdo de superoxido e a hiperreatividade

bronquica. Rahman et all® observaram haver correlacao
entre tabagismo, exacerbagcbes de doenca pulmonar
obstrutiva cré-nica, e crises agudas de asma com reducao da
ca-pacidade antioxidante do plasma destes pacientes.

Neijens et all? obtiveram correlacdo positiva en-tre liberagéo
de superdxido e histamina a partir de leucdcitos totais do
sangue periférico, com o grau de hiperreatividade brénquica

em pacientes asma-ticos. Renkema et al?® encontraram
correlacdo significativa entre o grau de hiperreatividade
brénquica e liberacdo de superdxido por polimor-fonucleares,
em fumantes e ex-fumantes, sugerin-do que reativos
intermediarios do oxigénio modu-lem o grau de
hiperreatividade brénquica de paci-entes ndo alérgicos com
obstrucdo crénica ao flu-xo aéreo.

Trabalhos mais recentes tém investigado as in-ter-relagfes
do sistema NADPH oxidase de fagd-citos com moléculas de

adesdo e fatores de trans-cricdo. Nagata et al?l encontraram
um efeito sinérgico da molécula de adesdo vascular-1
(VCAM-1) e o fator de estimulacdo de colbnias de
granulécitos-macréfagos (GM-CSF) na esti-mulacdo de

eosindfilos de pacientes atépicos. Chihara et al?2
demostraram o papel do RANTES (uma quimiocina da
subfamilia C-C) na inflama-c¢éao alérgica por seu envolvimento
na infiltracdo seletiva de eosindfilos e na ativagcdo destas
células pelo aumento de seu metabolismo oxidativo. Chen et

al?3 relataram a ativacao inapropriada do fator de transcrigdo
NF-Kappa B (fator ativado por véarios agentes incluindo os
radicais livres) como um evento associativo do processo
inflama-tdrio presente na asma e em outras doencas.

Alguns autores vém estudando o papel de dro-gas utilizadas
no tratamento da asma na liberacdo de superéxido.

Enzeamuzie e AI-Hage24 demons-traram que algumas
destas drogas inibem a libera-cdo de superdxido por

eosindfilos de sangue peri-férico. Calhoun et al?® observaram
gue a libera-cdo de superdxido por macréfagos alveolares de
pacientes com asma alérgica diminui ap6s sete dias de
tratamento com zafirlucaste. No presente estudo, pacientes
em uso de aminofilina, corticéi-des orais, antiinflamatérios
ndo homonais e anti-leucotrienos foram excluidos da
amostra. O uso de corticdides inalatérios, embora ja citado

por Majori et all” como inibidor da producdo de supe-réxido
por monécitos de sangue periférico de as-maticos, nado foi
critério de exclusdo e portanto, tais drogas ndo foram
descontinuadas.
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A asma é uma doenc¢a pulmonar caracterizada por obstrucédo

reversivel, inflamacdo e hiperreati-vidade das vias aéreas?.

Tais alteragbes se mani-festam clinicamente por tosse,
sibilancia e disp-néia, sintomas que se correlacionam com a

ativi-dade inflamatéria no pulmao®. A semelhanca de outras
doengas alérgicas, a asma é caracterizada por disturbios do
sistema imunoldgico e conse-quentes altera¢es funcionais
de vérias linhagens de células inflamatdrias, dentre as quais
os fago-citos.

Estudos anteriores mostram aumento da libera-cdo de
superoxido pelos fagdcitos de asmaticos, com conseqiientes
aumentos da hiperreatividade brénquica e da permeabilidade
vascular, gerando fatores quimiotaticos e peroxidacao lipidica,
além da producdo de mediadores secundarios com efei-to

broncoconstritor®.

O objetivo deste estudo € investigar aspectos bioquimicos do
sistema NADPH oxidase dos fa-gdcitos polimorfonucleares e
mononucleares de criancas asméticas, segundo a gravidade
da doen-ca.

Casuistica e métodos

Selecionamos 30 pacientes com asma atépica, entre seis e
quinze anos de idade, de acordo com o0s critérios
diagnosticos do relatério Iniciativa Global para Asma (GINA)

(2) de 1997'. Destes, 60% foram do sexo feminino, 40% do
sexo mas-culino, 50% brancos e 46,7% pardos e 3,3% nhe-
gros.

O consentimento pés-informado por escrito foi obtido de
todos os responsaveis pelos pacientes e o projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Unicamp.

Foram selecionados 18 adultos sadios para e-feito de
comparacdo com o0s grupos de asméticos. A escolha do
grupo de individuos sadios consti-tuido por adultos e nao por
criancas pareados por idade com pacientes poderia ser alvo
de criticas. No entanto, ndo ha dados que sugiram que crian-
¢as sadias produzam mais reativos intermediarios do oxigénio

gue adultos sadios®.

Os pacientes foram submetidos a anamnese, exame fisico,
espirometria, teste cutdneo de hi-persensibilidade imediata
para aeroalérgenos co-muns - acaros, epitélio de céo e gato,
fungos, po-eira doméstica e barata e outros testes laborato-
riais e radiolégicos. Segundo os critérios do GINA-NIH,

19977, os pacientes foram classifica-dos em: intermitente leve
(n=9), persistente leve (n=8), persistente moderado (n=7) e
persistente grave (n=6).

Foram excluidos os pacientes que receberam corticosteréides
sistémicos ou antiinflamatérios ndo hormonais nos ultimos 30
dias; os que tive-ram infec¢bes virais, bacterianas ou
fingicas nos Ultimos 30 dias, 0s que receberam
hemoderivados nos (dltimos 30 dias, tabagistas; e com
doengas concomitantes como imunodeficiéncias priméria ou
secundaria, fibrose cistica, deficiéncia de a 1-antitripsina,

http://www.asbai.org.br/revistas/\VVol232/ativ.htm[10/02/2014 14:06:07]

Os resultados obtidos até o0 momento séo con-cordantes com
os da literatura e mostram que gra-nulécitos de pacientes
asméticos apresentam maior liberacdo de superoéxido,
espontanea ou es-timulada. Um ponto a ser ressaltado neste
estudo é a populacdo estudada, composta por criangas e
adolescentes, avaliados conforme a gravidade da doenca.
Foi possivel demonstrar que a avaliacdo da producdo deste
radical livre por células do san-gue periférico pode ser um
parametro que correla-ciona o processo inflamatério na asma
com a gra-vidade da doenca, uma vez que os granulécitos
de pacientes com quadro clinico mais excerbado apresentam
maior liberacdo de superdoxido que os de pacientes com
formas mais leves e que os de individuos sadios. Estes
achados sugerem uma possivel utilizagdo deste método
pouco invasivo como monitorizacdo indireta da inflamacao e
le-séo pulmonar.
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presenca de corpos estranhos em vias aéreas, anéis
vasculares e outras doengas pulmo-nares obstrutivas
cronicas.

Os pacientes e individuos sadios foram subme-tidos a coleta
de 20 ml de sangue em ACD (acid citrate dextrose).
Granulocitos e células mononu-cleares foram obtidos por
meio de centrifugacdo em gradiente de densidade

descontinuo (densida-de de 1077 g/ml e 1119 g/ml)9. Apos

contagem, a suspensdo de células foi ajustada para 2x107
célu-las em solucao de Hanks. A liberacdo do superé-xido foi
estimada pelo ensaio da reducdo do cito-cromo c,

especificamente inibida pela SOD (su-peréxido dismutase)lo,
sendo estudada de duas formas: espontanea (leucdcitos
incubados apenas em solugdo de Hanks) e estimulada
(leucécitos incubados com PMA - forbol miristato acetato
30nM). A absorbancia da reacdo foi medida a 550nm nos
tempos: 0, 5, 15, 25, 45 e 60 minutos. A quantidade de
superdxido liberado foi calcula-da aplicando-se o coeficiente

de extingdo de 21.100M"1 ecm™l. Os resultados (nmol de

superé—xido/lo6 células) foram expressos pela diferenca de
absorbancia dos tubos contendo SOD ou nao.

Para comparar a liberacdo de superéxido entre 0s grupos
para cada tipo de célula e cada reacao, utilizou-se a Andlise
de Varidancia (ANOVA) com medidas repetidas para

experimento fatorialll. A andlise de variancia foi feita
separadamente para cada tipo de célula e reacdo
(granuldcitos espon-taneos e estimulados e mononucleares
espontad-neos e estimulados). Foi utilizado o teste de Dun-

canl?, que compara todos os pares de médias dos grupos.
Foi considerado o intervalo de confianca de 95%, nivel de
5% de significancia, ou seja, p<0,05.

Resultados

A_figura 1 representa a média da cinética da liberagdo

espontanea do superdxido em nmol de super()xidollo6
granulécitos de pacientes agrupa-dos segundo a gravidade
da doenga (asma inter-mitente leve-AlL, n=9, asma
persistente leve APL, n=9; asma persistente moderada-APM,
n=7 e asma persistente grave-APG, n=6) e de indivi-duos
sadios (n=18). No tempo 25 minutos a libe-ragcdo de
superéxido pelos granuldcitos dos gru-pos APL, APM e APG
foi significativamente maior que no grupo de individuos

sadios e no grupo AIL (p<0,05, teste de Duncan)lz.

A liberacao espontanea de superéxido pelos granuldcitos dos
grupos APL e APM foi signifi-cativamente maior em relagéo
aos sadios e ao grupo AlIL no tempo 45 minutos (p<0,05,
teste de Duncan). No tempo 60 minutos, os granuldcitos do
grupo APG apresentaram liberacdo espontdnea de
superéxido significativamente maior que os de individuos

sadios (p<0,05, teste de Duncan)lz.

N&do houve diferenca na liberacdo de superoxi-do pelos
granulécitos de asmaticos do grupo AIL e dos individuos
sadios em todos os tempos (p>0,05, em todas situacdes,

teste de Duncan)12.
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A figura 2 demonstra que a média de liberacéo de superédxido
pelos granuldcitos de pacientes as-maticos, estimulados com
PMA, foi significativa-mente maior nos grupos APM (n=7) e
APG (n=6) do que no grupo de individuos sadios (n=18)
(p<0,05, em todos o0s tempos e situagbes, teste de
Duncan)lz.

Observa-se uma tendéncia de maior liberagdo de superoxido
pelos granulécitos estimulados dos grupos APM e APG em
relagdo os grupos APL eAlL, mas esta diferengca néo teve
significancia estatistica (p>0,05, em todos os tempos e situa-
¢Oes, teste de Duncan)lz.

As figuras 3 e 4 mostram que n&o houve dife-renca
significativa nas médias de liberacdo espon-tdnea ou
estimulada com PMA de superoxido por células
mononucleares entre os diferentes grupos de pacientes
asmaticos (AIL, n=9; APL, n=8; APM, n=7 e APG, n-6) e os
individuos sadios (n=18) (p>0,05, em todos os tempos e

situacdes, teste de Duncan)lz.

Também ndo houve diferenga significativa na liberacédo
espontédnea ou estimulada com PMA de superdxido por
células mononucleares nos grupos de asmaticos entre si
(p>0,05, em todos o0s tempos e situacdes, teste de

Duncan)12.

3

Figura 1 - Liberacdo espontdnea de superdxido por granulécitos de criangcas com asma intermitente leve (AIL,
n=9), persistente leve (APL, n=8), persistente moderada (APM, n=7), persistente grave (APG, n=6) comparada a
de individuos sadios (n=18). * - tempos nos quais p<0,05 (teste de Duncan).
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Figura 2 - Liberacdo de superodxido por granulécitos estimulados com PMA (30 nM) de criangas com asma inter-
mitente leve (AIL, n=9), persistente leve (APL, n=8), persistente moderada (APM, n=7), persistente grave (APG,
n=6) comparada a de individuos sadios (n=18). * - tempos nos quais p<0,05 (teste de Duncan).
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Figura 3 - Cinética da liberacdo espontanea de superédxido por células mononucleares de criangas com asma
inter-mitente leve (AIL, n=9), persistente leve (APL, n=8), persistente moderada (APM, n=7), persistente grave
(APG, n=6) comparada a de individuos sadios (n=18) (p>0,05 ,teste de Duncan).
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Figura 4 - Cinética da
liberagcdo de superdxido por células mononucleares estimuladas com PMA (30 nM) de cri-angas com asma
intermitente leve (AIL, n=9), persistente leve (APL, n=8), persistente moderada (APM, n=7), per-sistente grave
(APG, n=6) comparada a de individuos sadios (n=18) (p>0,05, teste de Duncan).
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