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(...) “O homem deve pesquisar novas verdades e dissecar mesmo aquelas
tradicionalmente aceitas, para descobrir novas aplicagdes delas ou, quando néo,
para exercitar a sua inteligéncia, com a liberdade de raciocinar por si mesmo, que

€ o grande dom do Espirito” (...)

Descartes
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Introducao e justificativa: A asma é doenca inflamatoria cronica e o corticoide
padrao ouro de tratamento, entretanto, o efeito dele na imunidade inata carece
esclarecimento, urge marcadores inflamatorios ndo invasivos na pediatria para
avaliar e acompanhar o tratamento. O objetivo do trabalho foi avaliar influéncia do
tratamento com corticoide inalatorio (Cl) por seis meses na ativagdo dos
eosinofilos e na fungao fagocitaria de neutrofilos e mondécitos do sangue periférico
em criangas e adolescentes com asma.

Metodologia: Sangue venoso periférico foi coletado de 149 criangas e
adolescentes asmaticos e 26 criangcas controle normais. A ativacdo dos
eosinofilos foi avaliada pelas alteragbes morfoldgicas (emissdo de pseuddpodes
generalizados ou localizados, emissao de granulos em pequena, moderada ou
grande quantidade, espraiamento, presenga de vacuolos citoplasmaticos,
eosinofilos em degeneragédo, contato entre células) apds aderéncia em lamina, e a
fagocitose de Saccharomyces cerevisiae, bem como a produgcdo de anions
superoxido por mondécitos e neutréfilos, antes do tratamento com ClI, aos 3 e 6
meses. O teste de Mann-Whitney comparou criangas asmaticas antes do
tratamento e controles normais e o teste de Kruskal-Wallis/Dunn a influéncia do Cl
antes, aos 3 e 6 meses.

Resultados: Houve uma maior porcentagem de eosindfilos ativados nas criangas
asmaticas que no controle, antes do tratamento, e dentre as alteragdes
morfologicas, espraiamento em criangas APL (P=0,003), granulos pequena
quantidade em APM (P=0,0003), gréanulos moderada quantidade em APL
(P=0,0001), pseudopodes localizados em APM (P=0,0062), contato entre células
em APL (P=0.028), degeneragao celular em APL (P=0,007). Seis meses de
tratamento diminuiram espraiamento em criangas APL(P=0,0009), granulos em
pequena quantidade em APM (P=0,0006), granulos em moderada quantidade em
APL (P<0.0001), granulos em grande quantidade em APG (P=0,038),
pseuddépodes localizados em APL (P=0,0033), contato entre células em APG
(P=0,0033) e degeneragao celular em APM (P=0,04).
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A fagocitose dos mondcitos e neutrofilos via receptores ou por opsoninas em
criangas asmaticas, antes do tratamento, foi menor que nos controles (P<0.05)
sem influencia da gravidade da asma. Cl por 6 meses ndo normalizou fagocitose
dos neutrofilos e mondcitos, embora melhore clinicamente. Produgao de anions
superoxido foi menor em criangas asmaticas antes do tratamento e o CI
normalizou a produgdo em criangas com APL quando avaliado sem estimulo,
havendo diminuigdo da produgédo quando estimulado (p<0,05).

Conclusées: A imunodeficiéncia dos fagocitos permaneceu mesmo apos seis
meses de tratamento com CIl. Entretanto, houve melhora na ativagdo dos
eosinofilos em criangas com APL e APM. Assim, analisar quantitativamente
alteragdes morfolégicas nos eosindfilos € facil e possivel, e pode objetivar a

avaliacao da inflamagao durante o tratamento com CI.
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Introduction and aim: Asthma is a chronic inflammatory disease and
corticosteroids are the first-line therapy for the disease. However, the effect of
corticosteroids on the innate immune system remains unclear. Furthermore, there
aren’t non-invasive reliable markers of inflammation to follow-up the treatment.
The aim of this work was to evaluate the influence of inhaled corticosteroid therapy
(ICT) for 6 months on the activation of eosinophils and phagocyte functions in
asthmatic children.

Methods: Peripheral venous blood was collected from 149 children with asthma
and 26 healthy control children. The percentage of eosinophils with morphological
changes (emission of single or multiple pseudopods, releasing a small, moderate,
or large quantity of granules, spreading, presence of cytoplasmic vacuoles,
eosinophil death, and contact between cells) was quantified after the adherence to
a slide before, after 3 and 6 months ICT. The phagocytosis of Saccharomyces
cerevisiae by blood monocytes and neutrophils and the production of superoxide
anions were assessed before and after three and six months of ICT. The Mann-
Whitney was used to compare asthmatic children before and after treatment and
the Kruskal-Wallis/Dunn was used to analyze the influence of ICT thoughout the
treatment .

Results: The percentage of activated eosinophils was hingher in asthmatic
children than in healthy control. The more significant increase before treatment
were spreading in children with mPA (P=0,003); releasing a small quantity of
granules in mPA (P=0,0001); releasing moderate quantity of granules in mPA
(P=0,0001); emission of single pseudopods in MPA (P=0,0062); eosinophils in
contact between cells in mPA (P=0.028); and eosinophil death MPA (P=0,007).
After 6 months treatment there was a decrease in the following morphological
changes: spreading in children with mPA (P=0,0009); releasing a small quantity of
granules in MPA (P=0,0006); releasing moderate quantity of granules in mPA

( P<0.0001); releasing a large quantity of granules in SPA (P=0,038); emission of
single pseudopods in mPA (P=0,0033); eosinophils in contact between cells in
SPA (P=0,0033) and eosinophil death in MPA (P=0,04).

The phagocytosis via opsonines receptors was lower in asthmatic children before
treatment and was independent from asthma severity. ICT treatment for 6 months

was insufficient to normalize phagocytosis function. Superoxide anion production
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was also decreased in the asthmatic children before treatment, and ICT
normalized the O™ production only for children with mild persistent asthma when
assessed at baseline but caused this function to decrease after stimulation.
Conclusion: The phagocyte immunodeficiency remained lower after 6 months of
treatment. However, there was an improvement in several morphological changes
in eosinophils characteristic of activation in children with mPA and MPA.
Quantifying the morphological changes in eosinophils is feasible, easy and reliable
and therefore might to be used as an objective mark to follow up inflammation
during ICT.

XXi



3. INTRODUCAO

1



3.1. DEFINICAO

A asma é conceituada pelas principais diretrizes da seguinte forma: “Asma é
uma doenca inflamatodria cronica das vias aéreas, na qual muitas células e
elementos celulares tém participacdo. A inflamacao crénica esta associada a
hiperreatividade das vias aéreas, que leva a episodios recorrentes de sibilos,
dispnéia, opressdo toracica e tosse, particularmente a noite ou no inicio da
manha. Esses episédios sdo uma consequéncia da obstrucdo ao fluxo aéreo
intrapulmonar generalizado e variavel, reversivel espontaneamente ou com
tratamento.” (GINA, 2010; Diretrizes SBPT, 2012). Tal definicdo € uma mostra
clara da complexidade da asma, a ponto de muitos defenderem que ela seja o
fendtipo de muitas doengas (Wenzel, 2006; Borrish, 2008). Trata-se de uma
doenga heterogénea com imenso espectro de sinais e sintomas que variam de
individuo para individuo e os fatores genéticos e ambientais parecem ter uma

influéncia na expresséo e progressao da doenga (Martinez, 2003).

3.2.EPIDEMIOLOGIA E
IMPACTO

Estudar asma é, portanto um desafio instigante. Desafio que se inicia por
ser a asma uma das doengas crénicas mais comuns na infancia, sendo que, na
maioria dos casos, os sintomas aparecem nos primeiros anos de vida (GINA,
2010). Apresenta grande prevaléncia no mundo, com indicios de que esteja
aumentando a cada ano. No Brasil estima-se que haja 20 milhdes de pacientes
asmaticos (Solé, 2006; Solé, 2007). No entanto, apesar da taxa de internagéo

apresentar declinio desde o ano 2000, houve registro de 160 mil hospitalizagdes



em 2011, constituindo a asma na quarta causa de internagdo do Sistema Unico
de Saude (Ministério da Saude, 2012). Asma € uma enfermidade que n&o afeta
somente o paciente, mas também seus familiares, bem como a sociedade, ao
ocasionar idas frequentes aos servicos de pronto socorro, com eventuais
internagdes, absenteismo escolar e no trabalho e prejuizo na qualidade de vida

(Busse et al, 2007).

3.3 FISIOPATOLOGIA

A inflamagcdo da asma € predominantemente eosinofilica e cursa com
hiperresponsividade brénquica. Alguns estudos tém demonstrado que a gravidade
da doenca esta associada ao numero de eosindéfilos no pulméo, e que isto poderia
auxiliar na terapéutica da asma grave (Hogan, 2007, Fahy, 2009, Haldar et al,
2009). Porém, a resposta inflamatoria na asma, além do envolvimento dos
eosinofilos, atinge também a ativagéo dos linfécitos T e de células mastocitarias, o
que promove alteragdes estruturais da parede brénquica (GINA, 2010; Laitnen et
al., 1985). No entanto, a inflamag¢ao da asma tem sido descrita ndo somente como
eosinofilica, mas também como neutrofilica (Stevenson et al., 1997). Choi et al.
(2012) demonstrou que individuos com asma refrataria que tinham obstrucéo
persistente das vias aéreas apresentavam padrao inflamatoério neutrofilico em
comparagao com o padrao eosinofilico observado naqueles que ndo tinham
obstrugdo persistente das vias aéreas. Foi demonstrado que na asma grave
resistente ao tratamento ha variabilidade no numero de eosindfilos associada com

aumento do numero de neutrofilos (Bossley et al, 2012).



Pacientes com asma refrataria ao tratamento apresentam desrregulagéo na
expressdo de alguns genes que codificam citocinas Th2/Th1 nas células do
aparelho respiratorio (Leung et al., 1995). A inflamagédo na asma se desenvolve
por uma interagdo das células inflamatérias com as células residentes no pulméo,
culminando na inflamagéo crénica caracteristica da doenga (Dunnil et al., 1969;
Fireman, 2003).

A ativacao das células residentes no pulmao liberariam mediadores pré-
inflamatorios tais como, anions superoxido e 6xido nitrico (Henricks & Nijkamp,
2001, Palmer et al., 1987; Andreadis et al., 2003), que na presenca de inflamagéo
ou estimulo imunoldgico séo sintetizados pelos macrofagos e células epiteliais do
trato respiratorio, por meio da enzima calcio-independente Oxido nitrico sintase,
encontrada em células epiteliais de pacientes asmaticos e ndo em vias aéreas
normais (Hamid et al., 1993), provavelmente, pela exposicdo das células as
citocinas durante a inflamagao no paciente asmatico (Khanduja et al., 2011).

As endotoxinas por sua vez ativam células mononucleares e linfocitos do
sangue periférico (Meerschaert et al., 2000; Sabroe et al., 2003; Liu et al., 2008) e
induzem inflamacgéo sistémica e das vias aéreas (Nightingale at al., 1998; Michel
et al., 2001). Elas tém papel relevante na asma, podendo prevenir a atopia
quando ocorrer exposi¢cdo nos primeiros anos de vida (Braun et al., 2002),
entretanto podem piorar o controle da asma no adulto (Michel et al., 2001).

Das diferentes células que participam do processo inflamatorio, os eosindfilos tém
sido muito estudados. A presenga de granulos citoplasmaticos € uma das
principais caracteristicas morfologicas dos eosindfilos (Gleich et al.,1992). Essas
células liberam uma série de proteinas durante a exacerbacdo de um quadro de

asma. Entre elas, a proteina basica principal provoca dano ao epitélio das vias
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aeéreas, com consequente aumento da reatividade brénquica, que vai resultar em
broncoespasmo e agravamento do processo inflamatorio com a ativacédo de
mastocitos. No entanto, mesmo ativados eles mantém as mesmas caracteristicas
de um polimorfonuclear, porém, dentre outros aspectos, apresentam um maior
numero de corpos lipidicos citoplasmaticos e vesiculas (Dvorak et al., 1994).0
leucotrieno C4, substancia produzida pelos eosindfilos, é também capaz de
desencadear broncoespasmo, além de promover o aumento da permeabilidade
vascular e de recrutar eosindfilos para as vias aéreas (IV Diretrizes Brasileiras
para o Manejo da Asma, 2006; Bousquet, 1990; ISAAC,1998; Martinez, 2003;

Pizzichini & Pizzichini, 1996).

Alguns mecanismos sao importantes para a defesa do pulmao, dentre eles,
a limpeza ou eliminagdo de bactérias e particulas inaladas e a fagocitose destas
particulas ou outros microrganismos pelos macrofagos pulmonares (Donnelly,
2012). Tem sido demonstrado que os individuos com asma leve tém diminuigédo
da fagocitose quando comparado aos individuos saudaveis (Alexis, 2001). O
papel dos macréfagos alveolares € importante tanto na fagocitose de particulas
como mediadores de processos que envolvem outros tipos de células (Stenson,
1980).

A consequéncia mais temida da atividade inflamatoria na asma € a
proliferagdo de células com depadsito intersticial de colageno na membrana basal,
acarretando lesdes irreversiveis que vao se constituir no remodelamento da
estrutura bronquial e resultar em irreversibilidade da obstrugdo das vias aéreas

comprometidas (Bousquet, 2000; Kumar, 2001).



3.4. HISTORIA NATURAL

A histéria natural da doenca indica que a asma se torna persistente devido

a interacdo da resposta imune com os alérgenos, bem como, com 0s virus que
acometem o aparelho respiratorio (Martinez, 1995, Martinez, 2003). A infecg&o
pelo rinovirus em idade precoce da vida se constitui em um significante preditor
para o decréscimo da fungdo pulmonar até aos oito anos de idade (Guilbert et al.,
2011). As infecgdes pelo rinovirus na infancia estariam associadas a bronquiolite
e ao desenvolvimento de asma no adulto, bem como com as exacerbacdes pela
doenga (Rawlinson et al, 2003; Jartti et al, 2004, Gern et al, 2008; Jartti et al,

2011).

3.5.DIAGNOSTICO

Asma €& uma doenca que se caracteriza por ser a expressao de uma
inflamacéo das vias aéreas com consequente obstrucdo das pequenas vias, que
resultam em chiado no peito, tosse, limitagao as atividades fisicas e falta de ar.

O diagnéstico é principalmente clinico e traduzido por sintomas de tosse,
dispnéia, sibilancia, opressao toracica, especialmente nas primeiras horas da
manha e a noite. Os sintomas podem piorar, desencadeando crises quando em
contato com aeroalérgenos ou irritantes, dentre eles acaros, e exercicio fisico, e
melhorar espontaneamente ou pelo uso de medicacdes especificas para asma. O
exame fisico pode ser inespecifico, especialmente na intercrise. Os testes
diagnodsticos incluem: espirometria pré e pds broncodilatador, testes de

broncoprovocacao e medidas seriadas de PEF (GINA 2010).



3.6.CLASSIFICACAO DA
GRAVIDADE DA ASMA

De acordo com a gravidade, a doenga € classificada como intermitente ou
persistente na consulta inicial, baseados na frequencia e intensidade de sinais e
sintomas, necessidade de uso de medicacdo de resgate e as alteragbes da
funcdo pulmonar (IV Diretrizes Brasileiras para o Manejo da Asma, 2006).

Individuos com asma intermitente apresentam sintomas diurnos e fazem
uso de broncodilatador de resgaste na frequéncia de < 1 vez por semana, e
despertares noturnos < 2 vezes por més, ndo ha limitagao as atividades fisicas, a
funcdo pulmonar esta preservada, as exacerbagdes sdo ocasionais e leves sem
necessidade de ida ao pronto socorro. Enquanto aqueles com asma persistente
apresentam os sintomas diurnos numa frequencia de semanal a diaria ou
continua, tém despertares noturnos na frequéncia de mensais a quase diarios,
apresenta limitacdo das atividades fisicas durante os periodos de exacerbacéo e
até mesmo de forma continua nos periodos intercrises, exacerbagdes frequentes
e que afetam as atividades e o0 sono, necessitando frequentemente de langar mao
de broncodilatador de curta duragdo no resgate da crise, e uma deterioragéo
gradativa da fungdo pulmonar, caracterizando um disturbio obstrutivo (IV
Diretrizes Brasileiras para o Manejo da Asma, 2006; GINA, 2010).

A asma persistente por sua vez é classificada em leve, moderada e grave.
Nesse caso, observa-se um aumento da frequéncia e intensidade dos sintomas,
que passam a exigir o uso mais frequente da medicagédo de alivio e a um maior
comprometimento da fungdo pulmonar. Individuos com crises infrequentes, mas

que tenham tido sua vida em risco, sao classificados como portadores de asma



persistente grave (IV Diretrizes Brasileiras para o Manejo da Asma, 2006; GINA,

2010).

3.7.CLASSIFICACAO
BASEADA NO CONTROLE
DA ASMA

A obtencdo do controle da asma é o principal objetivo no manejo da
doenca por meio do controle das limitagdes clinicas atual e a redugcdo dos riscos
futuros advindos do tratamento, como por exemplo, os efeitos adversos do uso
prolongado de corticoide. Os mesmos parametros utilizados para a classificagao
inicial da gravidade da doenga sao também utilizados para avaliagado da eficacia
da terapéutica e o estado de controle da asma. Tal controle deve ser avaliado a
cada consulta referindo-se de preferéncia as quatro ultimas semanas. Desta
forma, a asma pode ser categorizada em asma controlada, asma parcialmente
controlada e asma nao controlada. (Diretrizes Brasileiras para o Manejo da Asma,

2012; GINA, 2010).

3.8.0 PAPEL DA
INFECGCAO NA ASMA

Apesar do papel da infeccdo bacteriana na asma ainda nao estar
suficientemente claro, ha evidéncias que as infecgbes bacterianas podem
contribuir para a fisiopatologia de varias doengas pulmonares, inclusive a asma
(Donnelly, 2012). E que a infecgdo pela Chlamydia pneumoniae e pelo
Mpycoplasma pneumoniae estao associados com as exacerbagdes e a severidade

da asma (Singh et al., 2006). Aléem disto, as criangas com asma grave n&o



controlada apresentaram uma resposta fagocitaria diminuida contra S. aureus
(Fitzpatrick, 2008) e os mondcitos do paciente asmatico apresentam
imunossupressdo em relacdo a Candida albicans (Heindenreich et al., 1994).
Outros estudos, usando lipopolissacarideos inalados demonstraram reducdo da
expressédo de CD11b e da fagocitose em fagdcitos do escarro e do sangue
periférico em pacientes com asma leve (Alexis et al., 2003). Por fim, tem sido
sugerido que um defeito do sistema imune em destruir os patégenos resultaria na
colonizagdo bacteriana das vias aéreas, e supressdo das fungdes fagocitarias,
resultando em destruicdo do tecido pulmonar e perpetuacdo do processo
inflamatorio (Donnelly et al., 2012)

Alguns estudos sugerem que a falta de controle da asma estaria ligada a
infecc&o crbnica, e que esta por sua vez afetaria o sistema imunitario (Black et al.,
2000; Johnston et al., 2005). Como também, a produgdo de radicais livres
superoxido pelos macréfagos alveolares, eosindfilos e leucdcitos
polimorfonucleares de pacientes com asma (Cluzel, et al., 1987; Vachier, et al.,
1992; Chanez et al., 1990; Calhoun et al, 1992) contribuiriam para a patogénese
da doenca (Khanduja, at al., 2011). Além disto, o stress oxidativo surge como um
mecanismo comum que pode alterar as fungdes dos macréfagos e dos neutréfilos
(Donnelly, 2012), que contribuiria para a patogénese da doenga (Khanduja, at al.,

2011).

3.9.TRATAMENTO
O objetivo principal do tratamento da doengca é manter o paciente
assintomatico pelo maior tempo possivel, com preveng¢ao das exacerbacgdes da

doenca, a manutengao da fungdo pulmonar mais préxima do normal, e o controle



da inflamagédo. Assim a ag&o prioritaria € manter o controle da asma (GINA,
2011).

Os corticosterdides se constituem na mais potente terapia antiinflamatoria
usada para o tratamento da asma, entretanto, os mecanismos pelos quais os
corticdides reduzem a inflamagdo na asma sao ainda pouco compreendidos
(Leung et al.,, 1994). Eles diminuem o numero e a ativacdo das células
inflamatorias nas vias aéreas, incluindo células mastocitarias, células dendriticas,
eosindfilos e linfécitos T. Modulam a produgdo de varias citocinas, quimiocinas,
acido aracdbnico e moléculas de adesdo. Eles diminuem, dentre outras, a
producdo de IL-3, IL-4 e IL-5 e aumentam a produgdo do IFN-y e da IL-12.
Modulam também a quimiotaxia e a capacidade de aderéncia dos eosindfilos
(Schliemer,1990; Robinson et al., 1992, Robinson et al., 1993). No entanto, a
liberacdo de IgE dependente de células mastocitarias ndo sofrem agdo do
corticdide, e sua agao sobre as fungdes dos eosindfilos parece ocorrer de forma
indireta, por meio das citocinas do linfécitos T, células endoteliais e células
epiteliais (Lopez et al.,1986; Owen et al.,1989; Rothenberg et al., 1988; Clutter-
Buck et al., 1989; Nakamura at al., 1996).

A intervengao precoce com corticoide inalatério (Cl) na asma revolucionou
o manejo da doenga, com marcada diminuigdo na morbidade e mortalidade
(Barnes, 2011), no entanto, apesar da efetividade do tratamento da asma com Cl,
um grupo de pacientes ndo atinge o controle da doenga, mesmo com doses altas
do CI e por tempo prolongado, sendo necessario encontrar respostas estudando

0s meandros da resposta inflamatoria (Carmichael et al.,, 1981). No entanto, a
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variabilidade de mecanismos moleculares pode contribuir para a resisténcia ao
corticéide no paciente com asma (Sher et al.,1994).

Ha dois grupos de medicamentos no acompanhamento do paciente com
asma: os medicamentos de manutencdo e os de resgate da exacerbagdo. Os
primeiros sao representados pelos corticoides inalatérios e usados como
medicagdo unica ou associados ao [3-2 agonista de longa duragdo, diariamente.
Para o tratamento das exacerbag¢des da doenga sdo usados farmacos do grupo
dos (-2 agonista de curta duragao (GINA, 2012).

O tratamento farmacolégico da asma depende da classificacdo da
gravidade da doenga estabelecida na primeira avaliacdo do paciente (GINA,
2010). Entender os diferentes fenotipos da asma pode auxiliar na escolha do
tratamento que conduzira a melhor resposta (Holgate, 2008).

Entretanto, a influéncia do Cl sobre a fungao fagocitaria em individuos com
asma é ainda pouco esclarecida. Os mecanismos moleculares de recrutamento e
ativacdo das células inflamatérias sdo ainda pouco compreendidos,
principalmente nos primeiros anos de vida (Snijders, 2010). Foi demonstrado que
a dexametasona aumenta a capacidade fagocitaria de mondcitos humanos (van
der Goes et al., 2000). A hidrocortisona, apesar de diminuir a afinidade dos
receptores para os glicocorticoides, tem a mesma capacidade de aumentar a
atividade fagocitaria dos mondcitos que a dexametasona (Werb et al., 1978).

Tem sido definido que o manejo da doenga deve ser personalizado por
meio de estratégias de intervencdo precoce. E, em geral, sdo necessarios seis
meses de monitoramento medicamentoso para a obtengao do controle da doenca
(Gibeon, 2012). Entender os diferentes fenotipos da asma podera auxiliar na

escolha do tratamento que conduzira a melhor resposta (Holgate, 2008), em
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especial, nas criangas com asma de dificil controle, por se constituirem em um
grupo heterogéneo, e os pacientes que nao atingem o controle da doenga com a
terapia convencional necessitam de melhor investigacao (Fleming et al., 2007,
Fleming et al., 2012; Nair et al., 2009).

O manejo do paciente com asma grave seria mais bem conduzido por uma
equipe multidisciplinar, em busca da classificagdo da doencga e instituicdo da
melhor terapéutica de forma personalizada (Gibeon et al., 2012, Portelli et al.,
2012; Szefler, 2012), de modo a melhorar a qualidade de vida destes individuos
(Donnelly, 2012). Tanto a morbidade quanto a mortalidade por asma estdo
associados as exacerbacdes pela doenca, que por sua vez se associam a
inflamagéo eosinofilica. Assim a prevengédo das crises € um dos objetivos da

terapia (GINA, 2010; GINA, 2012).

3.10.MARCADORES
INFLAMATORIOS

Embora muito estudado, ndo existe, até o0 momento, um marcador laboratorial que
estabelega diagndstico e progndstico da doenga, como também da resposta a
terapéutica. Assim sendo, torna-se fundamental o melhor esclarecimento dos
mecanismos fisiopatoloégicos envolvidos na doenga e esclarecimento das
respostas do individuo ao tratamento, com vistas a identificar marcadores que
poderiam ser utilizados no acompanhamento dos pacientes.

Varios trabalhos tém sido feitos com o objetivo de procurar marcadores
fidedignos. Snijders et al. (2010) estudaram 191 criangas, sendo 91 com asma, 44
atépicos sem asma e 56 nao atopicos e ndo asmaticos controles, por meio da

avaliacdo dos marcadores eosinofilicos e neutrofilicos no lavado broncoalveolar.
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Os autores concluiram que os marcadores eosinofilicos (numero de eosindfilos e
proteina catibnica eosinofilica) encontravam-se aumentados nas criangas com
asma com ou sem atopia, mas nao os marcadores neutrofilicos.

Norzila et al. (2000) ao estudar estes marcadores eosinofilicos e
neutrofilicos concluiram que ambos podem estar aumentados na crise de asma
aguda e que esta heterogeneidade de inflamac&o pode interferir na resposta
terapéutica aos corticosteroides.

Nos ultimos anos tem aumentado o interesse por marcadores inflamatérios
nao invasivos para monitoramento da inflamag¢ao das vias aéreas pela asma,
entre eles a avaliacdo dos eosindfilos no escarro induzido. (Bakakos et al., 2011;
Pavord et al.,1997; Gibson et al., 2000). A contagem dos eosindfilos, a proteina
catidnica eosinofilica, tanto no sangue periférico como no escarro induzido e no
lavado broncoalveolar, e o Oxido nitrico exalado tém sido utilizados como
preditores da resposta ao tratamento da asma (Bakakos et al.,2011; Pavord et al.,
1997; Malerba et al., 2008; Bousquet et al., 1990). Muniz-Junqueira et al. (2013)
descreveram que as alteragdes morfoldgicas dos eosinofilos em pacientes com
asma durante as exacerbagdes e no periodo intercrise mostram correlagdo com a
gravidade da doenga e que estes parametros poderiam ser utilizados como
preditores da gravidade da doenca.

Ha ainda que se responder a importantes questdes, dentre elas, como os
fatores genéticos predispdem os pacientes a asma, como a defesa contra
microorganismos se apresenta no paciente com asma, € como 0S mecanismos
celulares frente a diferentes exposi¢ées ambientais interferem na persisténcia e
cronicidade da asma. O monitoramento da inflamagédo na asma é fundamental

para predizer o progndstico da doenga e estabelecer uma conduta terapéutica
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personalizada. Marcadores inflamatérios ndo invasivos seriam os instrumentos

ideais para a utilizacio, especialmente, na faixa etaria pediatrica.

3.11.JUSTIFICATIVA

Avaliar a influéncia do tratamento com corticoide inalatorio no estado de
ativagdo dos eosinodfilos por meio das alteragdes morfolégicas, bem como na
funcao fagocitaria de neutréfilos e mondcitos do sangue periférico em criangas e
adolescentes com asma procurando uma melhor compreensdo da resposta ao
tratamento, podendo contribuir para a obtengdo de parametros objetivos de
avaliacdo da resposta a terapéutica em individuos asmaticos, foi o que motivou a

conducgao da presente pesquisa.
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4.0BJETIVOS
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Os objetivos do presente trabalho foram:

4.1. PRINCIPAL:

Avaliar a influéncia do tratamento com corticoide inalatério no estado de

ativacédo dos eosinofilos e na fungéo fagocitaria em criangas e adolescentes com

asma.

4.2. SECUNDARIOS:

1. Avaliar os parédmetros das fungdes dos fagocitos em diferentes extratos de

gravidade da doenga antes do tratamento com corticoide inalatério.

2. Avaliar os parametros morfologicos de ativagado dos eosindfilos em diferentes

extratos de gravidade da doenga antes do tratamento com corticéide inalatoério.
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5. INDIVIDUOS, MATERIAIS E METODOS
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5.1. DELINEAMENTO DOS EXPERIMENTOS

No presente estudo foram avaliados o estado de ativagdo dos eosindfilos e
a funcéo fagocitaria e produgédo de anions superoxido pelos fagocitos de criangas
com asma e controles normais. A fungéo fagocitaria foi avaliada em neutrofilos e
monaocitos pelos receptores que reconhecem padrées moleculares de patdégenos
e pelos receptores para opsoninas. A avaliacdo da capacidade de produzir
radicais de oxigénio pelos fagdécitos foi feita pelo teste do nitroblue tetrazolium
(NBT). O estado de ativagdo dos eosindfilos foi analisado por parametros
morfolégicos apds aderéncia das células a lédmina. O delineamento dos

experimentos se encontra na Figura 1.
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Figura 1 - Delineamento experimental

SELECAO DOS INDIVIDUOS VOLUNTARIOS ASMATICOS
E CONTROLES NORMAIS
Ambulatorio de Asma da Clinica da Pediatrica do Hospital Universitario de Brasilia

Avaliacao Inicial
Anamnese ¢ Exame Fisico, Sinais Vitais, Saturacdo de O em ar ambiente, Indice de
Massa Corporal, Pico de Fluxo Expiratério, Classificagdo da Gravidade da Asma,
Preenchimento do Protocolo de Pesquisa e Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido

L

Seguimento clinico ap6s 3 meses e 6 meses
Pico de Fluxo Expiratoério, Classificacdo da Gravidade da Asma, Indice de

Massa Corporal

\/

Coleta de sangue

(fevereiro de 2009 a setembro de 2011)

Avaliacao do estado de ativacao
dos eosindfilos
(175 individuos)

Avaliacao da fung¢do dos

fagocitos.
(78 individuos)

]

Parametros morfologicos
apos aderéncia em
laminas.

Teste de fagocitose
por monocitos e
neutrofilos

Teste do
nitroblue tetrazolium

Fagocitose pelos receptores que
reconhecem padrdes moleculares
de patdgenos

Fagocitose facilitada por
opsoninas
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5.2. ASPECTOS ETICOS

As normas éticas para pesquisa cientifica em seres humanos,
estabelecidas pela Declaragcdo de Helsinki atualizada e pelo Ministério da Saude
Brasileiro, foram rigorosamente observadas durante todo o desenvolvimento do
presente trabalho. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (processo
numero: CEP-FM 002/2007) (ANEXO 1) .O projeto encontra-se dentro do grupo
de risco minimo, tendo sido realizada a coleta de 1 a 10 mL de sangue de cada
individuo por pungao venosa periférica, com material estéril e descartavel, apos o
consentimento escrito dos pais ou responsaveis, e de serem informados sobre os

objetivos e os procedimentos a serem realizados (TCLE- ANEXO 2).

5.3. TIPO DE ESTUDO, GRUPOS ESTUDADOS E CARACTERIZAGAO DOS
INDIVIDUOS

Estudo longitudinal prospectivo com amostra de conveniéncia, sendo os
individuos selecionados quando procuravam por demanda espontanea o
Ambulatério de Asma do Centro de Clinicas Pediatricas do Hospital Universitario
de Brasilia (HUB/UnB), que é um dos Centros de Referéncia do Programa de
Atendimento ao Paciente Asmatico do DF (PAPA-DF), no periodo de fevereiro de
2009 a setembro de 2011.

O grupo de criangas e adolescentes na sua totalidade foi constituido por
175 individuos, sendo 149 individuos asmaticos, entre 2 anos a 16 anos e dois
meses (média + DP = 7,48 + 3,6 anos), de ambos os sexos, sendo 85 do sexo
masculino (57%) e 64 do sexo feminino (42,9%), e 26 individuos controle normais

entre 4 anos e 8 meses a 17 anos (média £ DP = 11,11 £ 3,03 anos), de ambos
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0s sexos, sendo 12 do sexo masculino (46,1%) e 14 do sexo feminino (53,8%)
(Os dados individuais encontram-se na tabela 1).

Na avaliagdo inicial, os individuos definidos como portadores de asma
pelos critérios das IV Diretrizes Brasileiras de Manejo da Asma (2006) foram e
classificados quanto a gravidade da doenca pela histéria e o exame clinico
segundo o protocolo clinico, considerando a frequéncia de sintomas clinicos e
funcionais, e os critérios de inclusdo e os de exclusdo (Anexo 3 e 4) .

O sangue era coletado para analise dos parametros imunoldgicos antes do
tratamento e o tratamento com corticoide inalatorio (Cl) era iniciado
imediatamente. Os seguintes esquemas terapéuticos foram utilizados por via
inalatoria: corticoide (Beclometasona 250mcg, ou Budesonida 200mcg ou
400mcg, ou Fluticasona 125 mcg 12x12horas), associado ou ndo a um agonista
B> de longa duracdo (formoterol, 6mcg ou 12mcg, ou salmeterol 25mcg )
conforme a classificagdo inicial da doenca e idade da crianga (tabela 1). Os
individuos eram entdo reavaliados apés 3 e 6 meses de tratamento com o
corticoide. Exceto para os individuos classificados como asma intermitente, para
os quais foi feita apenas uma coleta de sangue. Para estes individuos nao é
preconizado o uso de CI.

Foram analisados em cada individuo: os dados antropométricos, a
classificagao inicial da gravidade da asma, os sinais vitais (frequéncia respiratoria,
frequéncia cardiaca e saturagao de oxigénio); hemograma completo, pico de fluxo
expiratorio (0 medidor de pico de fluxo expiratorio que foi utilizado foi o
Healthscan products Inc. elaborado de matéria plastica, contendo um sistema
graduado de medidas que avalia a forca e a velocidade da saida de ar na

expiragao forcada em L/min), parametros clinicos evolutivos (grau de controle da
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asma) (Tabela 2). Os dados demograficos e antropométricos dos individuos do
estudo encontram-se na Tabela 1.

Sangue venoso periférico era coletado para avaliagdo dos parametros de
ativacédo dos eosindfilos, da fungéo fagocitaria e para o teste do NBT, que foram
realizados no Laboratério de Imunologia Celular da Area de Patologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia. O hemograma foi realizado
utilizando o equipamento Cell-dyn 3700, no Laboratério de Analises Clinicas do
Hospital Universitario de Brasilia da Universidade de Brasilia. Na avaliacdo apods 3
e 6 meses de tratamento com o corticoide, o grau de controle clinico da doenga foi
caracterizado pelas Diretrizes Brasileiras para o Manejo da Asma(2012) adaptada
da GINA (2010) (Anexo 5) e pela aplicacdo do Teste de Controle da Asma
(Asthma Control Test) (ACT), adaptado para criangas abaixo de quatro anos de
idade, e era respondido pela prépria mae ou responsavel, uma vez que o estudo
contempla esta faixa etaria. (Natan et.al, 2004),

Do grupo de 175 individuos estudados, os parametros de ativagdo dos
eosinofilos foram analisados em 149 individuos com asma e em 26 controles. Das
criangas com asma, 26 criangas foram classificadas como asma intermitente, 63
criangas como asma persistente leve, 41 criangcas como asma persistente
moderada e 19 criangas com asma persistente grave, pelos critérios das IV
Diretrizes Brasileiras de Manejo da Asma (2006).(ANEXO 4)

Para avaliagdo das fung¢des dos fagocitos (neutrofilo e mondcito), foram
estudadas 21 criangas como controles saudaveis e 58 criangas com asma, que
foram classificadas em: 07 criangas com asma intermitente, 24 criancas com

asma persistente leve, 20 criangas com asma persistente moderada e 14 criangas
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com asma persistente grave, pelos critérios das |V Diretrizes Brasileiras de
Manejo da Asma (2006). (ANEXO 4)

Foram considerados critérios de inclusdo: criangas acima de dois anos e
adolescentes até 18 anos portadores de asma, atendidos no Ambulatério de
Asma do Centro de Clinicas Pediatricas do HUB-UnB, originados de demanda
interna ou externa; concordancia dos pais ou responsaveis em participar da
pesquisa, apos leitura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2).
E, foram considerados critérios de exclusao: criangas concomitantemente
portadoras de neoplasias, diabetes, sindrome de Down ou outras sindromes
geneéticas, doengas de depositos ou erros inatos do metabolismo, doengas da
tiredide, doenga celiaca, fibrose cistica, doengas auto-imunes (artrite reumatoide
juvenil, lupus eritematoso sistémico, dermatomiosite, etc), doenca renal, cardiaca,
hepatica, outras doencas pulmonares (intersticiais, displasia broncopulmonar,
tuberculose; sindrome da imunodeficéncia adquirida, hipo/agamaglobulinemia,
doenca de Crohn, uso de imunossupressor, ou qualquer alteracdo que os
pesquisadores considerassem que pudesse alterar as fungbes do sistema
imunitario, uso prévio ou concomitante de corticoide inalatorio para tratamento de
asma nos 6 meses anteriores, encontrados no protocolo de pesquisa.(ANEXO 3)

Para avaliagdo do grau de controle da doenga, foi aplicado o ACT (Natan
et., 2004), que fornece uma pontuagdo que varia de 5-25 pontos, cuja

correspondéncia clinica com a GINA é a seguinte:
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Abaixo de 20 pontos (Fora do Alvo - doencga n&o controlada - ASMA NAO

CONTROLADA);

Entre 20 e 24 (No Alvo — a doenga pode estar bem controlada - ASMA

PARCIALMENTE CONTROLADA);

Igual ou acima de 25 (No Alvo — Controle Total da Doenga - ASMA

TOTALMENTE CONTROLADA) (Anexo 5).

O grupo controle foi selecionado entre criangas acompanhantes e/ou
aquelas que foram atendidas no ambulatério de pediatria do HUB em consulta de
rotina que nao apresentavam histérico de doencgas alérgicas, outras doengas ou
uso de medicamentos que interferissem com a funcdo do sistema imunitario,

conforme os critérios de excluséo.

5.4. TESTE DE FAGOCITOSE
5.4.a. Influéncia do tratamento de manutengdao com corticoide inalatério
sobre a capacidade fagocitaria de monécitos e neutréfilos de individuos
com asma pelos receptores que reconhecem padrées moleculares de
patégenos

Com o objetivo de avaliar a influéncia do tratamento com corticéide
inalatorio sobre a capacidade fagocitaria dos mondécitos e neutréfilos das criangas
com asma pelos receptores dos fagocitos que reconhecem padrdes moleculares
de patogenos, foi realizado o teste de fagocitose em 58 criangas com asma e 21
controles, nos tempos zero, trés e seis meses de tratamento.

Foi realizada a coleta de sangue venoso periférico com vacutainer

heparinizado esteéril, seguido de distribuigdo de 40 yL de sangue por escavagao
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de um total de oito escavagdes de 7 mm de diametro, delimitada por epdxi,em
ldaminas de microscopia. Em seguida as laminas foram incubadas a 37°C em
camara umida por 45 minutos, para permitir a aderéncia dos fagdécitos a lamina.
Apos este processo as laminas eram lavadas com solugdo salina tamponada com
fosfato (STF), pH 7,2 a 37°C, visando a retirada das células ndo aderentes
(eritrocitos, plaquetas e linfocitos). As células aderidas (neutréfilos, mondcitos e
eosindfilos) eram incubadas com 6,25x10* ou 2,5x10° Saccharomyces cerevisiae
por escavagao, em preparagdes em duplicata, suspensos em Hanks-triz (Gibco)
suplementado com soro fetal bovino (SFB) a 10%, em camara umida, por 30 min,
a 37°C, para permitir a fagocitose. Depois deste tempo, as preparagdes eram
lavadas com STF, pH 7,2, para retirar as leveduras ndo fagocitadas, sendo a
ultima lavagem realizada com Hanks-triz (Gibco) a 30%, visando a melhor
preservagao das preparagdes. Para a secagem das laminas utilizava-se vento
guente, e quando as laminas estavam secas eram fixadas com metanol absoluto
(Vetec) por um minuto e coradas com Giemsa (Dinamica) a 10% em tampao para
coloragéo, pH 7,2, por 10 minutos. Os fagdcitos eram analisados ao microscopio
optico com objetiva de imers&o, sendo contados 200 mondcitos e 200 neutrofilos
por preparagdo, para determinar o indice fagocitario, sendo as laminas
identificadas apenas ao final das leituras.

Para a determinacdo do indice fagocitario multiplicava-se a média do
numero das leveduras Saccharomyces cerevisiae ingeridas por fagocito pela
proporgcao de fagdcitos envolvidos na fagocitose, individualizando a analise para

os neutrdfilos e mondcitos em cada preparacgéo. Assim, o indice Fagocitario =
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meédia de leveduras ingeridas por fagécito x proporgao de fagocitos envolvidos na

fagocitose (Muniz-Junqueira et al., 2003).

5.4.b. Preparacao da suspensao estoque de leveduras para a realizagao do
teste de fagocitose

Foi utilizada a técnica descrita por Lachman e Hobart (1978) para o preparo
de suspensado estoque de leveduras para a realizagdo do teste de fagocitose.
Quando as leveduras sao tratadas por meio desta técnica ha uma modificagdo em
sua superficie, a qual facilita a adsor¢cdo do componente C3 do complemento. Foi
demonstrado por imunofluorescéncia que anticorpos presentes no soro também
podem adsorver-se na superficie da levedura (Muniz-junqueira, et al., 2003).

Utilizou-se para o preparo da levedura, a quantidade de 50g de fermento
fresco de pao (Fleischmann) dissolvidos em 220 mL de solug&o salina tamponada
com fosfato, pH 7,2, e autoclavados a 120°C, por trinta minutos, sendo em
seguida lavada com STF até a obtencao de sobrenadante limpido. Ao sedimento
foram adicionados 28 mL de STF contendo 0,1M de 2-mercaptoetanol, e a
suspensao foi incubada a 37°C por 2 horas, em agitacdo. ApoOs este
procedimento, a suspensao foi lavada trés vezes por centrifugagdo para retirada
do 2-mercaptoetanol e novamente suspensa em 55 ml de solucdo de 0,02M de
iodoacetamida em STF, seguida de nova incubagédo por 2 horas a temperatura
ambiente, com agitac&o. As leveduras foram lavadas trés vezes por centrifugagcéo
em STF, suspensas em 220 ml de STF e o pH acertado para 7,2. Em seguida a
preparacao foi novamente autoclavada a 120°C, durante 30 minutos, e lavada

com STF, por meio de centrifugacdo até que o sobrenadante se apresentasse
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limpido, sendo entdo suspensa em 110 ml de tampao veronal pH 7,2, contendo
azida sodica (200 mg/L), com o objetivo de preserva-las. Ao final deste processo
de preparacao das leveduras, elas eram mantidas a 4°C para serem utilizadas em
cada experimento.

Para cada experimento, era retirado 25 puL da suspensao estoque, que era
lavada trés vezes por centrifugacdo em STF, pH 7,2. As leveduras eram
quantificadas em camara de Neubauer, e em seguida suspensas em RPMI 1640
(Gibco) e incubadas com soro fetal bovino (Gibco) a 10%, previamente inativado a

56°C, por 30 minutos, em banho-maria, a 37°C por 30 min.

5.4.c. Influéncia do tratamento de manutengdao com corticoide inalatério
sobre a capacidade fagocitaria de monécitos e neutréfilos de individuos
com asma e controles pelos receptores para opsoninas.

As fragdes do complemento, particularmente o componente C3, sado
encontradas no soro fresco, e quando incubados com leveduras, a 37°C, elas se
adsorvem a sua superficie. Considerando que os mondcitos e neutrofilos
possuem receptores para a fracdo C3 do complemento, esse componente
adsorvido a levedura funciona como uma opsonina, ligando-se a levedura por um
lado e ao fagdcito por outro, o que facilita a fagocitose.

Para testar a fagocitose por meio dos receptores dos fagécitos para
componentes do sistema complemento e fragdo Fc da imunoglobulina G, o teste a
fagocitose foi realizado como descrito acima (item 3.3), substituindo-se o soro
fetal bovino inativado, pelo soro fresco do préprio individuo doador visando a

sensibilizagdo das leveduras, obtida ap6s incubagao a 37°C, por 30 minutos, em
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banho-maria com o soro fresco a 10% do mesmo individuo que os fagdécitos

estavam sendo testados.

5.5. Influéncia do tratamento de manuten¢ao com corticéide inalatério sobre
a producao de radicais de oxigénio pelos fagocitos de criangas com asma,
pelo teste do nitroblue tetrazolium (nbt).

Para avaliar a influéncia do tratamento com corticéide inalatério sobre a
producdo de radicais de oxigénio pelos fagocitos de pacientes com asma foi
realizado o teste do nitroblue tetrazolium (NBT), que detecta de forma indireta a
producdo de anions superoxido (Oz2’) (Lachman et al., 1997). Por ser o NBT um
receptor de elétrons, no processo de reducdo ele se converte de um composto
amarelo e soluvel em um material insoluvel de cor azul que precipita no
citoplasma da célula, podendo ser visto por microscopia 6ptica e quantificado pelo
numero de células que apresentam o corante no citoplasma. Desta forma, a
proporcdo de células que apresentam o corante no citoplasma se relaciona
quantitativamente com a producdo de radicais de oxigénio pelos fagocitos
(Nydegger, 1973).

Para se realizar o teste do NBT basal, os fagocitos aderidos a lamina,
como previamente descrito (item 3.3), foram incubados por 20 min com 20 uL de
NBT a 0,05% em Hanks-triz, em camara umida, a 37°C. Em seguida, as
preparagdes eram lavadas com STF, sendo utilizado o Hanks-triz com SFB a 30%
na ultima lavagem. Era usado vento quente para a secagem das preparagoes,
seguidas de fixagcdo com metanol por 1 minuto e contra-coloragdo com safranina

a 1,4% por 5 minutos, para possibilitar a visualizagdo dos nucleos dos fagocitos.
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A fim de analisar a produgdo de radicais de oxigénio pelos fagocitos
estimulados, foi realizado o mesmo teste acima descrito incubando-se os
fagécitos concomitantemente com o NBT e com 6,25x10* leveduras
sensibilizadas por preparagédo, seguido de analise ao microscopio Optico da
porcentagem de fagocitos que reduziram o corante NBT, concomitantemente, a

presenca de leveduras fagocitadas pela mesma célula.

5.6. Influéncia do tratamento com corticéide inalatério sobre o estado de
ativacao dos eosinoéfilos de criangas com asma, avaliados por parametros
morfolégicos.

Para avaliar a influéncia do tratamento com corticéide inalatério sobre o
estado de ativagéo dos eosindfilos foram estudadas 149 criangas com asma e 26
criangas controles normais, caracterizando os aspectos morfologicos dos
eosindfilos analisadas apds pela aderéncia a lamina de microscopia.

Para avaliar o estado de ativacdo dos eosindfilos pelos aspectos
morfoldgicos, foi realizada a aderéncia a lamina como descrito no item 3.3 e na
sequéncia, as células ndo aderentes (eritrocitos e linfécitos) foram retiradas por
lavagem com STF, pH 7,2 a 37°C, permanecendo uma monocamada de células
aderentes (neutrdéfilos, mondcitos e eosindfilos), que foi entdo fixada com metanol
por 2 minutos e corada com Giemsa a 10% em tampao para coloracéo pH 6,8.

O estado de ativagdo dos eosindfilos foi avaliado por parametros
morfologicos em 200 eosindfilos por preparagdo. A analise foi realizada ao
microscopio optico quantificando-se para cada crianga o grau de ativagdo dos

eosinofilos pela porcentagem de eosindfilos normais e os que estavam
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apresentando uma ou mais das seguintes alteragdes morfoloégicas: espraiamento,
emissdo de granulos (leve, moderada, acentuada), presenga de vacuolos,
presenca de pseudodpodes (localizado, generalizado) e aspecto de degeneragao

celular (Muniz-dunqueira, 2013).

5.7. ANALISE ESTATISTICA

Para a aplicacdo dos testes estatisticos verificou-se previamente a
normalidade ou ndo das variaveis nas amostras. Para comparacdo entre dois
grupos com distribuicdo normal foi utilizado o teste t, e para aqueles com
distribuicdo ndo normal foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Para comparagéo
entre mais do que dois grupos com distribuicdo normal foi utilizado o teste de
ANOVA seguido do método de Neuman-Keuls para comparagéo entre os grupos,
e para aqueles com distribuicdo ndo normal, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo método de Dunn para comparagéo entre 0os grupos.

Para analisar a correlagcao entre as variaveis foi feito o teste de correlagcéo
de Pearson, para amostras com distribuicdo normal, e o teste de Spearman para
amostras com distribuicdo ndo normal.

As diferencas entre as variaveis comparadas foram consideradas
estatisticamente significantes quando a probabilidade bicaudal da sua ocorréncia
devida ao acaso (erro tipo ) foi menor do que 5% (p<0,05).

Os dados foram expressos graficamente como mediana, quartis e
extremos. Os valores outliers estdo mostrados nos graficos.

As analises estatisticas e os graficos foram feitos utilizando o software

Prism® versédo 5.0 (GraphPad, USA, 2005) e SPSS Statistics 19 (2010).
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6. RESULTADOS
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6.1. CARACTERIZAGAO DOS INDIVIDUOS

Entre os individuos estudados para avaliacdo da ativacdo dos eosindfilos a
classificagdo da gravidade da asma foi: asma intermitente (26 individuos/149;
17,4%), asma persistente leve (63/149; 42,28%), asma persistente moderada
(41/149; 27,5%) e asma persistente grave (19/149; 12,75%). Para estudo das
funcdes dos fagoécitos foram estudados 58 individuos classificados quanto a
gravidade da asma em: asma intermitente (7 individuos/58; 12,06%), asma
persistente leve (24/58; 41,37%), asma persistente moderada (20/58; 34,48%) e
asma persistente grave (14/58; 24,13%).

Para fins de avaliagdo da influéncia da asma sobre as fun¢gdes dos
fagécitos e ativacdo dos eosindfilos foram comparados os parametros em
avaliacdo entre os individuos normais e os individuos com asma antes do
tratamento. Para avaliar a influéncia do tratamento com corticoide inalatorio foram
comparados os parametros entre os individuos asmaticos antes, apos trés e seis

meses de tratamento. Tabelas 1 e 2 e Figuras 2, 3 e 4.
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Tabela 1- Caracterizagdo demografica e antropométrica dos individuos que participaram do
estudo e tipo de corticoide utilizado

Controle Asma Asma Asma Asma
(n=26) intermitente Persistente Persistente Persistente
(n=26) Leve Moderada Grave
(n=63) (n=41) (n=19)
Idade 11, 115 8, 631 5,789 8, 997 8,425
(4,7-17,0) (2,5-15,9) (2,0-12,5) (2,4-16,2) (3,0-15,3)
IMC 18, 3154 16,9873 16, 0540 17,4795 18, 0647
(14,00- (11,20-24,84) (12,00-21,40) (12,80-25,80) (14,08-24,30)
27,23)
Z-escore ,(1419 -,0208 1,317 ,439
1,242 (-2,97 - 5,97) (-4,15 - 3,15) (-2,73 - 2,25) (-2,58 - 4,23)
(-1,77-2,02)
Género
Masculino/ 12/14 15/11 39/24 22/19 9/10
Feminino
Tratamento*
Cl 63/63 12/41 06/19
(%) (100%) (29,2%) (31,57%)
Cl + LABA
(%)
Budesonida 0/63 (0%) 20/41 (48,7%) 08/19 (42.1%)
+ formoterol
Propionato 0/63 (0%) 09/41 (21,9%) 05/19 (26.3%)
de
fluticasona +
Salmeterol
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Tabela 2 — Caracteristicas clinicas, laboratoriais e funcionais de criangas amaticas

antes, depois de 3 e de 6 de terapia com corticoide inalatorio.

PARAMETROS CTR Antes 3 Meses 6 Meses Teste P
o 85.5
PFE (%) (72-99)
(54-136)
Teste de Mann-
Whitney 85 88 96 P=0.058
APL P=0.39 (69-94) (80-100) (77-104) Kruskal-
(35-126) (44-137) (54-108.5) Wallis/Dunn’s
74 80 90 P=0.033
APM P=0.016 (33.5-(64.25) (72-94) (71-100) Kruskal-
(49-118) (43-123) (54-120) Wallis/Dunn’s
APG P=0.014 70 78.5 78 P=0.52
(62-82) (69.5-87.7) (68-95.38) Kruskal-
(43-97) (32-100) (46-105) Wallis/Dunn’s
ACT
APL 20 23 23 P<0.0001
(18-21) (20-24) (20-24) Kruskal-
(11-23) (16-25) (14-25) Wallis/Dunn’s
APM 17 21 23
(15-19) (18-23) (19-24.5) P<0.0001
(12-24) (15-25) (12-25) Kruskal-
Wallis/Dunn’s
APG 16 19 19
(14-18) (18-21) (19-22) P<0.0001
(10-20) (15-24) (17-24) Kruskal-
Wallis/Dunn’s
Porcentagem 3.69
de eosinofilos (1.8-4.8)
. (0.85-21.7) P=0.28
circulantes no Teste de Mann- teste de Mann-
sangue Whitney 3.76 4.88 4.56 Whitney
feri P=0.28 (2.21-7.8) (2.6-7.8) (2.46-8.8) P=0.68
periierico (0.14-18.4) (0.32-24.8) (0.31-24.3) Kruskal-
Wallis/Dunn’s
APL
P=0.0024
6.7 5.6 6.11 teste de Mann-
P=0.0024 (3.4-10.2) (3.5-8.9) (3.4-9.6) Whitney
(0.13-16.3) (1.2-19) (1.12-19.5) P=0.90
Kruskal-
APM Wallis/Dunn’s
4 6.7 5.5 P=0.17
(2,52-9.17) (4.02-13.7) (3.03-12.4) | teste de Mann-
P=0.17 (0.73-26) (2.1-18) (0.99-21.8 Whitney
P=0.37
Kruskal-
APG

Wallis/Dunn’s

APL(asma persistente leve), APM (asma persistente moderrada), APG (asma persistente grave),
CTR (controles), PFE ( pico de fluxo expiratério), Kruskal-Wallis + Dunn’s —apés o tratamento,
teste de Mann-Whitney - antes do tratamento. Valores em mediana, quartis e extremos.
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6.2. INFLUENCIA DO CORTICOIDE INALATORIO SOBRE O ESTADO DE
ATIVAGAO DOS EOSINOFILOS EM CRIANGAS COM ASMA LEVE,
MODERADA OU GRAVE E CONTROLES, ANTES E APOS 3 E 6 MESES DE
TRATAMENTO.

O estado de ativagdo dos eosindfilos foi avaliado por parametros
morfologicos em 200 eosindfilos por preparacgao. A analise foi feita ao microscépio
optico quantificando-se a porcentagem de eosinofilos apresentando: aspecto
normal, espraiamento, emissdo de granulos (em pequena, moderada ou grande
quantidade), presencga de vacuolos, presenga de granulos isolados, presenca de
pseuddpodes (localizados ou generalizados), contato entre células e degeneragao

celular. Os dados foram expressos em mediana, quartis e extremos.

6.2.1. Eosindéfilos normais
A mediana da porcentagem de eosinofilos normais n&o ativados para as

criangas com asma persistente leve (63,0%) antes do inicio do tratamento com
corticoide inalatorio foi menor do que a mediana da porcentagem de eosinofilos
normais nao ativados das criangas controle normais (90,25%) (P<0.0001, teste de
Mann Whitney). Apos 6 meses de tratamento com corticéide inalatorio houve
aumento significante da porcentagem de eosinofilos normais n&o ativados, tanto
para o grupo com APL (85,0%) (P<0.0001, Kruskal-Wallis, seguido pelo método
de Dunn para comparagao entre os grupos, zero e 3 meses < 6 meses) quanto
APM (86,0%) (P<0.05, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para
comparagao entre os grupos, zero e 3 meses < 6 meses). Entretanto, 6 meses
nao foi suficiente para aumentar o numero eosinéfilos normais n&o ativados das
criangas com APG (p=0.15, teste de Kruskal-Wallis). Figura 5.

A mediana da porcentagem de eosindfilos normais n&o ativados para as

criangas com asma intermitente (75,0%) foi menor do que a mediana da
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porcentagem de eosinofilos normais ndo ativados das criangas controle normais

(90,25%) (P<0.0001, teste de Mann Whitney).
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Figura 5. Porcentagem de eosindéfilos normais nado ativados a analise morfolégica em
criangas com asma intermitente, asma persistente leve, asma persistente moderada e
asma persistente grave e criangas controle normais antes e durante o tratamento com
corticéide.

6.2.2. Eosindfilos espraiados

As medianas das porcentagens de eosindfilos espraiados para as criangas
com asma persistente leve (6,0%) (p=0.003, teste de Mann Whitney), moderada
(6%) (p<0.002, teste de Mann-Whitney) e grave (2%) (p<0,04, teste de Mann
Whitney) antes do inicio do tratamento com corticéide inalatério foi maior do que a

mediana da porcentagem de eosindfilos espraiados das criangas controle normais
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(0,95%). Somente apo6s 6 meses de tratamento com corticoide inalatério houve
diminuicdo significante da porcentagem de eosindfilos espraiados, tanto para o
grupo com APL (0,0%) (p=0.0009, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn
para comparagao entre os grupos, zero e 3 meses > 6 meses), quanto APM (0,0)
(p=0.0038, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparacéo entre
0S grupos, zero > 6 meses). Entretanto, 6 meses nao foi ainda suficiente para
diminuir o numero de eosindfilos espraiados das criangas com APG (p=0,42, teste
de Kruskal-Wallis). Figura 6.

Para as criangas com asma intermitente, a mediana da porcentagem de
eosinofilos espraiados (3.95%) também foi maior do que a das criangas controle

normais (0,95%) (p=0,02, teste de Mann Whitney). (Figura 6)
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Figura 6. Porcentagem de eosindfilos espraiados a analise morfolégica em criangcas com
asma intermitente, asma persistente leve, asma persistente moderada e asma persistente
grave e criangas controle normais antes e durante o tratamento com corticoide.

6.2.3. Eosinéfilos emitindo granulos em pequena, média ou grande
quantidade em criangas com APL, APM e APG

As criangas com asma persistente leve apresentaram maior porcentagem

de eosindfilos emitindo granulos em pequena (20,25% versus 5,75%; p<0.0001,

teste de Mann Whitney) e moderada (3% versus 0%; p<0.04, teste de Mann

Whitney) quantidade antes do inicio do tratamento com corticoide inalatério

comparado as criangas controle normais. Para emissao de granulos em grande

quantidade, ndo houve diferenca estatistica entre as criancas asmaticas e
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controles normais (0 versus 0%) (p<0.16, teste de Mann Whitney). Somente apos
6 meses de tratamento com Cl a diminuicdo da porcentagem de eosinofilos
emitindo granulos em pequena e moderada quantidade foi estatisticamente
significante (Figura 7, 8 e 9). Resultados semelhantes foram observados para as
criangas com asma persistente moderada. Figura 8.

Para as criangas com APG houve um aumento da porcentagem de
eosinofilos emitindo granulos em grande quantidade no terceiro més de
tratamento com IC (p=0.03, Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn,

3m>zero). Figura 9
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Figura 7. Porcentagem de eosindfilos emitindo granulagdes em pequena quantidade a analise
morfolégica em criangas com asma intermitente, asma persistente leve, asma persistente
moderada e asma persistente grave e criangas controle normais antes e durante o tratamento com
corticéide inalatério. Os valores sdo expressos em mediana, quartis, minimos e maximos.
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moderada e asma persistente grave e criangas controle normais antes e durante o tratamento
com corticéide inalatério. Os valores sdo expressos em mediana, quartis, minimos e maximos.
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Figura 9. Porcentagem de eosindfilos emitindo granulos em grande quantidade a analise
morfolégica em criangas com asma intermitente, asma persistente leve, asma persistente
moderada e asma persistente grave e criangas controle normais antes e durante o tratamento com
corticéide inalatério. Os valores sdo expressos em mediana, quartis, minimos e maximos.

6.2.4. Eosindéfilos apresentando vacuolos em criangas com APL, APM e APG

Ndo houve diferenga estatisticamente significante na porcentagem de
eosindfilos com presencga de vacuolos entre as criangas com asma em nenhuma
de suas classificagdes: asma intermitente (p=0.22. Mann-Whitney teste), asma
persistente leve (p=0.98.Mann-Whitney teste; p=0,68. Kruskal-Wallis/Dunn’s),
asma persistente moderada (p=0.21.Mann-Whitney teste; p=0.40. Kruskal-
Wallis/Dunn’s) e asma persistente grave (p=0.10.Mann-Whitney teste; p=0.29.

Kruskal-Wallis/Dunn’s), respectivamente, antes e apds o tratamento por seis
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meses com corticoide inalatério, em comparagdo com as criangas controle

normais. (Figura 10).
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Figura 10. Porcentagem de eosindfilos com presenca de vacuolos a analise morfolégica em
criangas com asma intermitente, asma persistente leve, asma persistente moderada e asma
persistente grave e criangas controle normais antes e durante o tratamento com corticdide
inalatério. Os valores sao expressos em mediana, quartis, minimos e maximos.

6.2.5. Eosinéfilos emitindo pseudépodes localizados e generalizados em
criangas com APL, APM e APG

As criangas com asma persistente leve apresentaram maior porcentagem
de eosindfilos emitindo pseudopodes localizados antes do inicio do tratamento
com corticoide inalatorio (1,5%) comparado as criangas controle normais (0,0%)
(p=0.0076, Mann Whitney teste). Ja aos 3 meses apos o tratamento com
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corticdide inalatério a emissdo de pseudopodes localizados encontrava-se
significantemente menor do que antes do tratamento (p=0.0033, Kruskal-Wallis,
seguido pelo método de Dunn para comparag&o entre os grupos, 3 e 6 m < zero)
Resultado semelhante foi observado para as criangas com APM (Figura 11)
As diferengas nao foram estatisticamente significantes para as criangas com APG.
(Figura 11)
Nao houve diferenga significativa quanto a emissdo de pseuddpodes

generalizados nas criangas com asma e nos controles.
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Figura 11. Porcentagem de eosindfilos emitindo pseuddpodes localizados a analise morfoldgica
em criangas com asma intermitente, asma persistente leve, asma persistente moderada e asma
persistente grave e criangas controle normais antes e durante o tratamento com corticdide
inalatério. Os valores sdo expressos em mediana, quartis, minimos e maximos.
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6.2.6. Eosindfilos apresentando contato com outras células em criangas
com APL, APM e APG

A porcentagem de eosindfilos que apresentavam contato entre células foi
maior nas criancas com APL do que nas criangas controles normais, antes do
tratamento, Apds o tratamento, para criancas com APL e com APM houve
diminuicdo da porcentagem de células em contato com outras células (p=0.049;
Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparag&o entre os grupos;
3m>6m). (Figura 12)
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Figura 12. Porcentagem de eosindfilos com contato entre células a analise morfolégica em
criangas com asma intermitente, asma persistente leve, asma persistente moderada e asma
persistente grave e criangas controle normais antes e durante o tratamento com corticdide
inalatério. Os valores sao expressos em mediana, quartis, minimos e maximos.
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6.2.7. Eosindfilos com aspecto em degeneracao em criangas com APL, APM
e APG

A porcentagem de eosindfilos com degeneragdo celular foi maior nas
criangas com APL do que nas criangas controles normais, antes do tratamento. E
apds seis meses de tratamento, para criangas com APM houve diminui¢do da
porcentagem de eosindfilos com aspecto em degeneragdo celular (p=0.049;
Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao entre os grupos).

(Figura 13 e Tabelas )
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Figura 13. Porcentagem de eosindfilos com degeneracdo celular a analise morfolégica em
criangas com asma intermitente, asma persistente leve, asma persistente moderada e asma
persistente grave e criangas controle normais antes e durante o tratamento com corticdide
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Nas figuras 14, 15, 16 e 17 e tabelas 3, 4 ,5 e 6, o0s parédmetros de

ativacédo do eosinofilos estao representados pela forma e gravidade da doenca.

asma intermitente

150+ asma intermitente « 507 asma intermitente » 30
» -] o
8 3 =
[} [}
g 2 40 3
S 100 & 8 20
" ==— o 30 s
o
2 8 ©
g 50 % 2 g 10
.g a £ c
5 3 10-| 9 .
=x w e <
0 B | ] P Bl | s ot
T T T T T
controle zero controle zero controle zero
80~ asma intermitente 201 asma intermitente 8- asma intermitente
£ E 4 £
) o L] . 7] ©
] g 3] _— "R
S 8 60 ST 15 S s 6
-] S E E]
Sc S5 SE
€S ] T 5
:’ T 40 3 T 10 g RS
s g 83 T o
S8 85 82
oz 20 ] 5 . @ 8 24 .
2 9 — ,—_I_—| 2 0 25
£ < [ | £ E £
“ 0 T T “ 0 T T . 0 T T
controle zero controle zero controle zero
»n 157 asma intermitente 31 asma intermitente 5 asma intermitente
o
k-1 » . .
o < . S
28 E 3 4
S = 5 =
£ S 104 8 24 8
5o o o 34
- ug
@ £ . S .
S . o ®
573 o S 24 .
2 8 51 . s 1 c
S0 : 8 ]
g3 5 & 11
[ o aQ .
] —
2 o T T 0 T T 0 T T
controle zero controle zero controle zero

Figura 14. Porcentagem de eosindfilos ativados pela analise morfoldgica em criangas com asma
intermitente e criangas controle normais. Os valores sao expressos em mediana, quartis, minimos
€ maximos.

49



Asma Persistente Leve

Asma Persistente Leve

Asma Persistente Leve

150 80 «» 30
) ] °
E 2 S 5
E S 60 3
S 100 [ g 20
< a
;| == 8 :
= "] 40 °
5 2 « N - .
£ 50 5 . © 10 o
@ 2 20 < [
o s @ 0
° 2 . ® . .
= . w et — ,__I__l
0 T T T T (i a T T T T
controle zero 3m 6m controle zero 3m 6m Controle zero 3m 6m
Tempo de uso do corticéide Tempo de uso do corticéide Tempo de uso do corticéide
Asma Persistente Leve Asma Persistente Leve Asma Persistente Leve
801 1004 304
5o 5g §
k-] g ‘ . . S .
8 £ oo g3 @ 83
FR= 2E 2% 20 o
© G . «© S 604 « £
= 8 = 3 =
(=] 404 o T o 3
P O © o T .
Sg ST 401 Sg 0
S 9 g o T 101 2 .
w3 204 ® @ 10Q g
8 g 28 204 s S . .
28 22 2 .
o T T T T = U T T T T
Controle zero 3m ém Controle zero 3m 6m Controle zero 3m 6m
Tempo de uso do corticéide Tempo de uso do corticéide Tempo de uso do corticéide
Asma Persistente Leve Asma Persistente Leve Asma Persistente Leve
25+ w 8 20
£ £ .
] : S . ]
k-] . - =
23> . D o ERT 5
ES - o g
g S 15 < o . -
gy 24 : g 101 .-
£ 3 101 e . o 5 : .
2o H [e] . . . . c
) . g § 2] . . s 5 . o
ﬁ S 59 . ! = . . 8 *
g . T
2 Q
P el S — T P S I I =~
Controle zero 3m 6m Controle zero 3m 6m Controle zero 3m 6m

Tempo de uso do corticdide

Tempo de uso do corticéide

Tempo de uso do corticéide

Figura 15. Porcentagem de eosindfilos ativados pela analise morfolégica analise morfolégica em
criangas controle normais e criangas com asma persistente leve antes e durante o tratamento com
corticéide inalatério. Os valores sdo expressos em mediana, quartis, minimos e maximos.

50



Asma Persistente Moderada Asma Persistente Moderada Asma Persistente Moderada

150 60- o 20
7] @ o
s e . ©
£ ® =]
£ 2 . 3 15 .
100 = 40 < .
v = & E3 .
8 © [ O .
= "] T
s 2 T © . 0
c = O .
e 50 :'c:-, 20 . 2 .
] £ . S s
: eOom s e L
- . == T
0 T T T T 0 T T T T a9 T T T T
Controle zero 3m 6m Controle zero 3m 6m controles  zero 3m 6m
Tempo de uso do corticéide Tempo de uso do corticéide Tempo de uso do corticoide
Asma Persistente Moderada Asma Persistente Moderada Asma Persistente Moderada
80 30 10
£ ES . £
Sg . -] . 29 .
R 83 H E 8 . .
2E 2E 2 . 23
€ g . . < g «® < 6:
3 . . . ]
o = 40 o T o 3 .
] o ®© o T
T g T3 . T g 4
[=3] o 8 10 0T
w5 ® o w C M o
» Z 20 w5 [
29 20 25 2 - .
£ é EE T . £ -
w 0. w 0 ey w 0 M :
T T T T T T T T T T T T
Controle zero 3m 6m controles  zero 3m 6m controles  zero 3m 6m
Tempo de uso do corticéide Tempo de uso do corticéide Tempo de uso do corticéide
Asma Persistente Moderada Asma Persistente Moderada Asma Persistente Moderada
3 20- . 10. 30 .
SR 8 5
284 ) R g 3 2
28 : 8 Je °
= . o 6 o
8 10- . . = g
28 5 4 s
58 . o 2 10 .
=8 s ks . 3
g 3 K . c 2 .. 8’ HS
&% | T i % 3 . 8 . -
i ol . . : 0l — : , . 0-—+ T T ;
controles  zero 3m 6m Controle  zero 3m 6m controles  zero 3m 6m
Tempo de uso do corticéide Tempo de uso do corticéide Tempo de uso do corticéide
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Tabela 3- Estado de ativagao dos eosinofilos de individuos com asma persistente

leve (APL) e controles normais e comparagao dos tempos de tratamento, com
valores expressos em mediana, quartis e extremos e valor do p.

Criancgas APL APL APL
ALTERAGOES controles Tempo Zero 3 meses 6 meses
MORFOLOGICAS normais (Krskal-
DOS (teste de Mann- Wallis/Dunn’s)
EOSINOFILOS Whitney)
Espraiamento 0.95 6.0 15.3 0.0
(0.0-3.8) (0.0-23.0) (0.0-25.0) (0.0-9.3)
(0.0-12.10) (0.0-46.0) (0.0-58.0) (0.0-27)
p=0.003 p=0.0009
Emisséo de 5.75 20.25 20.0 9.5
granulos (3.35-10.10) (12.33-32.0) (8.4-27.7) (4.0-17.25)
em pequena (0.0-66.0) (0.0-68.0) (0.0-44.0) (0.0-48.0)
quantidade P<0.0001 p=0.038
Emisséo de 0.0 3.0 4.0 0.0
granulos (0.0-1.75) (0.67-10.9) (0.50-14.0) (0.0-2.25)
em moderada (0.0-4.5) (0.0-28.0) (0.0-33.0) (0.0-80.5)
quantidade p=0.0001 p<0.0001
Emisséo de 0.0 0.0 0.0 0.0
granulos (0.0-0.0) (0.0-1.37) (0.0-1.5) (0.0-0.0)
em grande (0.0-2.0) (0.0-19.0) (0.0-24.0) (0.0-10.0)
quantidade p=0.16 p=0.07
Presenca de 0.50 0.50 0.50 0.50
vacuolos (0.0-1.6) (0.0-2.0) (0.0-3.0) (0.0-1.3)
(0.0-55.0) (0.0-11.0) (0.0-11.5 (0.0-24.0)
p=0.98 p=0.68
Emisséo de 0.0 1.5 0.0 0.0
pseuddpodes (0.0-1.5) (0.0-5.0) (0.0-1.5) (0.0-1.8)
localizados (0.0-4.5) (0.0-22.0) (0.0-5.50) (0.0-8.0)
p=0.0076 p=0.0033
Contato 0.0 0.0 0.0 0.0
entre (0.0-0.0) (0.0-0.50) (0.0-0.50) (0.0-0.50)
células (0.0-25.0) (0.0-30.0) (0.0-4.0) (0.0-6.80)
p=0.028 p=0.049
Degeneragéo 0.0 0.0 0.0 0.0
celular (0.0-0.0) (0.0-3.0) (0.0-3.5) (0.0-1.25)
(0.0-4.5) (0.0-11.0) (0.0-11.5) (0.0-14.7)
p=0.0072 p=0.08
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Tabela 4- Estado de ativagao dos eosinofilos de individuos com asma persistente
moderada (APM) e controles normais e comparag¢ao dos tempos de tratamento,
com valores expressos em mediana, quartis e extremos e valor do p.

ALTERAGOES Criancgas APM APM APM
MORFOLOGICAS controles Tempo zero 3 meses 6 meses
DOS normais (Kruskal-
EOSINOFILOS (teste de Wallis/Dunn’s)
Mann-
Whitney)
Espraiamento 0.95 6.0 5.05 0.0
(0.0-3.8) (0.75-15.2) (0.0-11.6) (0.0-5.0)
(0.0-12.10) (0.0-44.0) (0.0-16.46) (0.0-50.0)
p=0.002 p=0.38
Emisséo de 5.75 12.65 94 4.0
granulos (3.35-10.10) (7.75-20.38) (0.0-19.25) (0.0-11.9)
em pequena (0.0-66.0) (1.20-48.0) (0.0-37.0) (0.0-46.0)
quantidade p=0.0003 p=0.0006
Emisséo de 0.0 1.0 2.0 0.0
granulos (0.0-1.75) (0.0-6.15) (0.0-6.17) (0.0-0.0)
em moderada (0.0-4.5) (0.0-27.0) (0.0-20.0) (0.0-16.5)
quantidade p=0.04 p =0.0015
Emisséo de 0.0 0.0 0.0 0.0
granulos (0.0-0.0) (0.0-0.0) (0.0-0.0) (0.0-0.0)
em grande (0.0-2.0) (0.0-8.30) (0.0-7.30) (0.0-3.0)
quantidade p=0.76 p=0.16
Presenca de 0.50 1.0 1.0 1.0
vacuolos (0.0-1.6) (0.0-2.6) (0.0-3.25) (0.0-1.5)
(0.0-55.0) (0.0-15.0) (0.0-13.0) (0.0-11.5)
p=0.21 p=0.40
Emisséo de 0.0 2.0 0.0 0.0
pseuddépodes (0.0-1.5) (0.0-4.0) (0.0-1.47) (0.0-2.5)
localizados (0.0-4.5) (0.0-14.5) (0.0-18.5) (0.0-14.0)
p=0.0062 p=0.03
Contato 0.0 0.0 0.0 0.0
entre (0.0-0.0) (0.0-0.0) (0.0-0.0) (0.0-0.0)
células (0.0-25.0) (0.0-25.0) (0.0-7.80) (0.0-0.0)
p=0.06 p=0.011
Degeneragéo 0.0 0.0 0.0 0.0
celular (0.0-0.0) (0.0-1.2) (0.0-1.5) (0.0-0.0)
(0.0-4.5) (0.0-28.0) (0.0-28.0) (0.0-2.0)
p=0.0072 p=0.04
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Tabela 5 - Estado de ativagao dos eosinofilos de individuos com asma persistente
grave (APG) e controles normais e comparagao dos tempos de tratamento, com
valores expressos em mediana, quartis e extremos e valor do p.

ALTERAGOES Criancas APG APG APG
MORFOLOGICAS controles Tempo zero 3 meses 6 meses
DOS normais (Kruskal-
EOSINOFILOS (teste de Wallis/Dunn’s)
Mann-
Whitney)
Espraiamento 0.95 2.0 8.7 2.0
(0.0-3.8) (0.0-4.75) (0.0-18.7) (0.0-10.0)
(0.0-12.10) (1.0-38.8) (0.0-44.0) (0.0-27.0)
p=0.07 p=0.42
Emisséo de 5.75 17.0 13.25 12.0
granulos (3.35-10.10) (9.0-25.75) (4.3-26.43) (4.0-20.75)
em pequena (0.0-66.0) (0.0-48.0) (0.0-41.0) (0.0-45.0)
quantidade p=0.0028 p=0.83
Emissao de 0.0 1.50 9.50 0.50
granulos (0.0-1.75) (0.0-5.5) (0.37-21.98) (0.0-3.5)
em moderada (0.0-4.5) (0.0-15.0) 0.0-42.5) (0.0- 18.0)
quantidade p=0.08 p-0.05
Emisséo de 0.0 0.0 0.0 0.0
granulos (0.0-0.0) (0.0-0.0) (0.0-8.0) (0.0-0.0)
em grande (0.0-2.0) (0.0-1.5) (0.0-25.5) (0.0-3.0)
quantidade p=0.0.26 p=0.038
Presenca de 0.50 2.0 0.75 0.0
vacuolos (0.0-1.6) (0.0-3.0) (0.0-3.3) (0.0-3.0)
(0.0-55.0) (0.0-16.0) (0.0-16.0) (0.0-8.0)
p=0.10 p=0.29
Emisséo de 0.0 1.75 1.25 0.0
pseuddépodes (0.0-1.5) (0.0-4.0) (0.0-4.0) (0.0-1.50)
localizados (0.0-4.5) (0.0-10.0) (0.0-10.0) (0.0-2.0)
p=0.10 p=0.09
Contato 0.0 00.0 0.25 0.0
entre (0.0-0.0) (0.0-0.0) (0.0-2.7) (0.0-0.0)
células (0.0-25.0) (0.0-11.5) (0.0-10.5) (0.0-0.0)
p=0.11 p=0.0033
Degeneragéo 0.0 0.0 0.0 0.0
celular (0.0-0.0) (0.0-0.0) (0.0-0.0) (0.0-0.0)
(0.0-4.5) (0.0-4.0) (0.0-4.0) (0.0-21.0)
p=0.92 p=0.59
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Tabela 6. Resumo das alteragdes morfologicas nos eosindfilos antes e apds o

IR L S SRE 1k S e
Apésf “‘=“‘=
-4 1t BRI
S R A
-4 Bt RS
-2 EEET B EE

Legenda: ESP (espraiamento), GP (granulos em pequena quantidade), GM (granulos em moderada

quantidade), GG (granulos em grande quantidade), Pseud Local (pseuddpodes localizados), CC (contato

entre células), DC (degeneracgéo celular), Vac (vacuolo).
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6.3. INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM CORTICOIDE INALATORIO POR 6
MESES EM CRIANCAS E ADOLESCENTES COM ASMA PERSISTENTE LEVE,
MODERADA OU GRAVE, NA CAPACIDADE FAGOCITARIA DE
NEUTROFILOS E MONOCITOS, PELOS RECEPTORES QUE RECONHECEM

PADROES MOLECULARES.

6.3.1. Influéncia do tratamento com corticéide inalatério sobre a capacidade
fagocitaria de neutréfilos pelos receptores que reconhecem padroes
moleculares de patégenos, na presenga de soro fetal bovino inativado.

A capacidade fagocitaria dos neutréfilos das criangas com asma
persistente leve foi significativamente menor do que o das criangas normais. E,
embora tenha havido aumento da capacidade fagocitaria apos 6 meses de
tratamento com o corticéide inalatério, os valores da capacidade fagocitaria ainda
foram menores do que a das criangas normais. (Figura 18)

A mediana do indice fagocitario dos neutréfilos das criangas com asma
persistente leve antes do inicio do tratamento com corticoide inalatério (6,0) foi
significativamente menor do que a das criangas controle normais (19) (p=0.0009,
Mann-Whitney teste). Apos o tratamento com o corticdide inalatorio a mediana do
IF foi de 7,0 aos 3 meses e de 10,5 aos 6 meses de acompanhamento (p=0,46
Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao entre os grupos),
quando a fagocitose foi testada utilizando 6,25x10* Saccharomyces cerevisae nao
sensibilizado por escavagao. Esta diminuicdo deveu-se ao menor numero de
leveduras fagocitadas pelos neutréfilos (1,13; 1,15; 1,28 e 1,44 respectivamente)
em comparagao as criangas controle normais (p < 0.05, Kruskal-Wallis, seguido

pelo método de Dunn para comparagéo entre os grupos), ndo havendo diferenca
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no envolvimento dos neutréfilos na fagocitose em comparagdo as criangas
controle normais (4,75; 6,5; 6,5 e 15 respectivamente) (p = 0,73, Kruskal-Wallis,
seguido pelo método de Dunn para comparagéo entre os grupos). (Figura 18).

A mediana do indice fagocitario dos neutrofilos (10; 4,25 e 6) das criangas
com asma persistente moderada, para a fagocitose testada utilizando-se 6,25x10*
Saccharomyces cerevisae por escavagao, foi significativamente menor no inicio
do tratamento do que a das criangas controles normais (19) (p = 0,045, teste de
Mann Whitney), e o tratamento com corticéide modificou a capacidade fagocitaria
dos neutrdfilos (p = 0.02, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para
comparacgao entre os grupos). Esta diminuigdo deveu-se ao menor envolvimento
dos neutrofilos na fagocitose comparados as criangas controle normais (6,75;
3,25; 5 e 15,0 respectivamente) (p = 0,05. Kruskal-Wallis, seguido pelo método de
Dunn para comparagdao entre os grupos), ndo havendo diferenga no numero
meédio de leveduras fagocitadas comparados as criangas controle normais (1,38;
1,37; 1,45 e 1,44 respectivamente) (p = 0,76, Kruskal-Wallis, seguido pelo método
de Dunn para comparagao entre os grupos). (Figura 18).

A mediana do indice fagocitario dos neutréfilos das criangas com asma
persistente grave, verificado no tempo zero (8,5) foi menor do que a das criangas
controle normais (19; p = 0.0074, teste de Mann Whitney), sendo 11,0 aos 3
meses de tratamento e de 4,0 aos seis meses de tratamento, para a fagocitose
testada utilizando-se 6,25x10* Saccharomyces cerevisiae por escavagao. O
tratamento ndo modificou o indice fagocitario dos neutrdfilos neste grupo (p =
0,45, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagdo entre os
grupos). A diminuicdo da mediana do indice fagocitario deveu-se ao menor

envolvimento dos neutrdfilos na fagocitose comparados as criangas controle
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(15,0) antes do tratamento (p = 0.0092; teste Mann Whitney), sendo de 8,0 aos 3
meses de tratamento e de 3,0 aos seis meses de tratamento, respectivamente, (p
= 0,48, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagéo entre os
grupos) (Figura 13), ndo havendo diferenca entre a média de leveduras
fagocitadas pelos neutréfilos quando comparadas as criangas controle normais
(1,31; 1,37; 1,33 e 1,44 respectivamente) (p = 0,68, Kruskal-Wallis, seguido pelo

meétodo de Dunn para comparagéo entre os grupos) (Figura 18).
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Figura 18. indice fagocitario de neutréfilos (A), porcentagem de neutréfilos envolvidos na
fagocitose (B), e Medla de leveduras ingeridas por neutréfilos(C), in vitro, para Saccharomyces
cerevisiae (6,25x10*) na presenga de soro fetal bovino inativado, em individuos controles € com
asma persistente leve, moderada e grave, no inicio e durante o tratamento com corticoide
inalatério (tempos: zero, trés, e seis meses). Os valores sdo expressos em mediana, quartis,
minimos e maximos.

Quando a fagocitose pelos neutrdfilos foi testada utilizando 2,5x10°
Saccharomyces cerevisiae por escavagao, nas criangas com asma persistente
leve, observou-se uma resposta semelhante em todos os tempos de tratamento
quanto ao indice fagocitario e proporgéo de neutréfilos envolvidos na fagocitose,
gue aumentaram aos 3 meses e diminuiram aos 6 meses de tratamento, embora
sem significancia estatistica. Resposta diferente foi observada em relagdo a
meédia de leveduras fagocitadas pelos neutréfilos que diminuiram aos 3meses e
aumentaram aos 6 meses de tratamento com corticoide inalatério, embora sem
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significancia estatistica. As criangas com asma persistente leve apresentaram, em
todos os tempos de tratamento, a mediana do indice fagocitario significativamente
menor do que a das criangas controles normais (p=0.0004, teste t) e o tratamento
com o corticoide ndo modificou a capacidade fagocitaria quando avaliadas até 6
meses apods o tratamento comparadas as criangas controles normais (7,75; 9,5;
9,25 e 30,75, respectivamente) (P=0.57, ANOVA, seguido pelo método de
Newman-Keuls comparagao entre os grupos) (Figura 14). A diminui¢do do IF foi
devida ao menor envolvimento dos neutréfilos das criangas com asma persistente
leve (6,25) na fagocitose comparados as criangas controle (28) (p=0,0003, teste
t), ndo havendo diferenca no numero médio de leveduras fagocitadas pelos
neutréfilos comparados as criangas controles normais (1,23; 1,19; 1,42 e 1,52
respectivamente) (p=0,30 Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para
comparacgao entre os grupos) (Figura 19)

A mediana do indice fagocitario dos neutrofilos (9,25, 9,5 e 11,5) das
criangas com asma persistente moderada, para a fagocitose testada utilizando-se
2,5x10° Saccharomyces cerevisae por escavacao, foi significativamente menor no
inicio do tratamento do que a das criangas controles normais (30,75) (p=0.0006,
teste t), e o tratamento com corticéide ndo modificou a capacidade fagocitaria dos
neutréfilos (p=0,87, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para
comparagao entre os grupos). Apesar dos valores menores das medianas da
propor¢gao dos neutrofilos na fagocitose das criangas com asma persistente
moderada comparados as criangas controle normais (5,5; 6,0; 7,75 e 28,0
respectivamente), ndo se observou diferenga estatistica significante (p = 0,75,
Kruskal-Wallis, seguido estatistica significante pelo método de Dunn para

comparagao entre os grupos), ndo havendo diferenga no numero médio de
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leveduras fagocitadas comparados as criangas controle normais (1,34; 1,53; 1,37
e 1,52 respectivamente) (p = 0,60. Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn
para comparagao entre os grupos) (Figura 19)

A mediana do indice fagocitario dos neutrofilos (9,5, 6,0 e 6,5) das criangas
com asma persistente grave, para a fagocitose testada utilizando-se 2,5x10°
Saccharomyces cerevisae por escavagao, foi significativamente menor no inicio
do tratamento do que a das criangas controles normais (30,75) (p = 0.0007, teste
t), e o tratamento com corticoide ndo modificou a capacidade fagocitaria dos
neutréfilos (p = 0,13; Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunns para
comparacgao entre os grupos). Esta diminuigdo deveu-se ao menor envolvimento
dos neutréfilos na fagocitose das criangas com asma persistente grave (6,5)
comparados as criangas controle normais (28,0) antes do tratamento (p = 0.0004;
teste t), e o tratamento ndo modificou o envolvimento dos neutréfilos das criangas
com asma persistente grave na fagocitose, cujas medianas foram iguais a 4,5 aos
3 meses e 4,75 aos 6 meses (p = 0,41, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de
Dunn para comparagao entre os grupos). Ndo houve diferenga no numero médio
de leveduras fagocitadas comparados as criangas controle normais (1,38; 1,41;
1,40 e 1,52 respectivamente) (p=0,87, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de

Dunn para comparagéao entre os grupos) (Figura 19).
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Figura 19. indice fagocitario de neutréfilos (A), porcentagem de neutréfilos envolvidos na
fagocitose (B), e Medla de leveduras ingeridas por neutréfilos(C), in vitro, para Saccharomyces
cerevisiae (2, 5x10°, na presenga de soro fetal bovino inativado, em individuos controles, e com
asma persistente leve, moderada e grave no inicio e durante o tratamento com corticoide inalatério
(tempos: zero, trés, e seis meses. Os valores sdo expressos em mediana, quartis, minimos e
Maximos.

6.3.2. Influéncia do tratamento com corticéide inalatério sobre a capacidade
fagocitaria de monécitos pelos receptores que reconhecem padroes

moleculares de patégenos, na presenga de soro fetal bovino inativado.

A capacidade fagocitaria dos mondcitos das criangas com asma persistente
leve foi significativamente menor do que o das criangas normais. E, embora tenha
havido aumento da capacidade fagocitaria apos 6 meses de tratamento com o

corticoide inalatorio, os valores da capacidade fagocitaria ainda foram menores do
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que a das criangas normais. A mediana do indice fagocitario dos mondocitos das
criangas com asma persistente leve antes do inicio do tratamento com corticoide
inalatério (6,5) foi significativamente menor do que a das criangas controle
normais (29,50) (p=0.0003, Mann Whitney teste). Apos o tratamento com o
corticéide inalatorio a mediana do IF manteve o mesmo valor de 6,5 aos 3 meses
e aumentou para 11,0 aos 6 meses de acompanhamento (p=0,09, Kruskal-Wallis,
seguido pelo método de Dunn para comparagdo entre os grupos), quando a
fagocitose foi testada utilizando 6,25x10* Saccharomyces cerevisiae n&o
sensibilizado por escavacado. Esta diminuicdo deveu-se ao menor envolvimento
dos mondcitos na fagocitose das criangas com asma persistente leve (5,75) antes
do tratamento com corticoide inalatério, comparados as criangas controle normais
(19,25) (p=0.0006. Mann Whitney teste), no entanto, ao longo do tratamento as
medianas da proporgdo de mondcitos envolvidos na fagocitose foram de 5,0 aos 3
meses e de 8,5 aos 6 meses (p=0.21, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de
Dunn para comparagédo entre os grupos). Houve uma tendéncia a diferencga
estatistica entre as médias das leveduras fagocitadas pelos mondcitos
comparados as criangas controle normais (1,17; 1,23; 1,41 e 1,24,
respectivamente) (p=0,08, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para
comparagao entre os grupos). (Figuras 20).

A capacidade fagocitaria dos mondcitos das criangas com asma persistente
moderada foi significativamente menor do que o das criangas normais. Observou-
se um declinio da capacidade fagocitaria aos 3 meses de tratamento com
corticoide inalatorio, seguido de um aumento apdés 6 meses de tratamento, no
entanto, os valores da capacidade fagocitaria ainda foram menores do que a das

criangas normais, entretanto sem significancia estatistica. A mediana do indice
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fagocitario dos mondcitos das criangas com asma persistente moderada
mondcitos antes do tratamento com corticoide inalatorio (11,25) foi
significativamente menor do que a das criangas controle normais (29,50) (p<0,05,
Mann-Whitney teste). Observou-se, no entanto, com o tratamento com corticéide
inalatorio que a mediana do IF diminuiu para o valor de 8 aos 3 meses e
aumentou para 11,25 aos 6 meses de acompanhamento, entretanto sem
significancia estatistica (p=0,27, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn
para comparagao entre os grupos), quando a fagocitose foi testada utilizando
6,25x10* Saccharomyces cerevisiae nao sensibilizada por escavacéo. Apesar dos
valores menores das medianas da propor¢gdo dos mondcitos das criangas com
asma persistente moderada comparado aos das criangas controle normais (8,75;
50; 7,5 e 19,25 respectivamente), ndo houve diferenga estatisticamente
significante apos seis meses de tratamento com corticéide inalatério (p=0.24
Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao entre os grupos),
0 mesmo ocorrendo com as médias das leveduras fagocitadas pelos mondcitos
comparados as criangas controle normais (1,31; 1,40; 1,45 e 1,24,
respectivamente) (p=0,72, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para
comparacgao entre os grupos) (Figuras 20).

A capacidade fagocitaria dos mondcitos das criangas com asma persistente
grave foi significativamente menor do que o das criangas normais. Observou-se
um aumento da capacidade fagocitaria aos 3meses de tratamento com corticéide
inalatorio, seguido de um declinio apés 6 meses de tratamento, no entanto, os
valores da capacidade fagocitaria ainda foram menores do que a das criangas
normais. A mediana do indice fagocitario dos mondcitos das criangas com asma

persistente grave antes do tratamento com corticoide inalatorio (6,5) foi
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significativamente menor do que a das criangas controle normais (29,50)
(p=0.0001, Mann-Whitney teste). Observou-se, com o tratamento com o corticéide
inalatorio que a mediana do IF aumentou para o valor de 9,5 aos 3 meses e
diminuiu para 6,0 aos 6 meses de acompanhamento (p=0,15, Kruskal-Wallis,
seguido pelo método de Dunn para comparagdo entre os grupos), quando a
fagocitose foi testada utilizando 6,25x10* Saccharomyces cerevisiae n&o
sensibilizada por escavagao. Apesar dos valores menores das medianas da
propor¢gao de monocitos envolvidos com a fagocitose das criangas com asma
persistente grave, quando comparado aos das criangas controle normais (4,5; 7,5;
4,0 e 19,25 respectivamente) ndo se observou diferenca estatistica significante
(p=0.17 Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao entre os
grupos) , 0 mesmo ocorrendo entre as médias das leveduras fagocitadas pelos
monaocitos comparados as criangas controle normais (1,35; 1,42; 1,52 e 1,24,
respectivamente) (p=0,25, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para

comparacgao entre os grupos) (Figuras 20).
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Figure 20. indice fagocitario de mondcitos (A), Porcentagem de mondcitos
envolvidos na fagocitose (B) e médica de leveduras ingeridas por mondcitos (C),
in vitro, para Saccharomyces cerevieisae (6,25x10%), na presenca de soro fetal
bovino inativado, em individuos controles e com asma persistente leve, moderada
e grave no inicio e durante o tratamento com corticoide inalatorio (tempos: zero,
trés e seis meses). Os valores sdo expressos em mediana, qartis e minimos e

maximos.
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Quando a fagocitose pelos mondcitos foi testada utilizando 2,5x10°
Saccharomyces cerevisiae por escavagao, a capacidade fagocitaria dos
monaocitos das criangas com asma persistente leve, moderada e grave, foi
significativamente menor do que o das criangas normais. As criangas com asma
persistente leve apresentaram a mediana do indice fagocitario dos mondcitos
antes do inicio do tratamento com corticoide inalatorio (9,25) significativamente
menor do que a das criangas controle normais (47,50) (p=0,0014, Mann-Whitney
teste). ApOs o tratamento com o corticéide inalatorio, a mediana do IF foi de 8,25
aos 3 meses e 8,50 aos 6 meses de acompanhamento (p=0,94, Kruskal-Wallis,
seguido pelo método de Dunn para comparagéo entre os grupos). A diminuigdo
do IF foi devida ao menor numero meédio de leveduras fagocitadas pelos
mondécitos das criangcas com asma persistente leve quando comparados as
criangas controles normais (1,21; 1,32; 1,50 e 1,73 respectivamente) (p = 0,06;
Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao entre os grupos),
nao havendo diferenga estatistica na propor¢ao de mondécitos envolvidos na
fagocitose das criangas com asma persistente leve quando comparados as
criangas controles normais (8,25, 6,75, 6,0 e 28,0, respectivamente) (p = 0,88;
Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao entre os grupos).
(Figura 21).

A capacidade fagocitaria dos mondcitos das criangas com asma persistente
moderada foi significantemente menor do que o das criangas normais. No
entanto, apesar de se observar um aumento da capacidade fagocitaria aos 3
meses de tratamento, aos 6 meses houve um declinio para valores similares ao
inicio do tratamento com corticoide inalatorio, entretanto sem significaAncia

estatistica. A mediana do indice fagocitario dos mondcitos das criangas com asma
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(9,50) antes do tratamento foi significativamente menor do que a das criangas
controle normais (47,50) (p=0.016, teste de Mann-Whitney). Observou-se, no
entanto, com o tratamento com o corticoide inalatério que a mediana do IF
aumentou para o valor de 13,5 aos 3 meses e declinou para 10,5 aos 6 meses de
acompanhamento, porém sem significancia estatistica (p=0,33 Kruskal-Wallis,
seguido pelo método de Dunn para comparagao entre os grupos) (Figura 17). Nao
houve diferenga significativa da porcentagem de envolvimento dos mondécitos na
fagocitose comparados as criangas controles normais (8,5; 8,0; 7,5 e 28
respectivamente) (p=0,75, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para
comparacgao entre os grupos), ndo havendo diferenga estatisticamente significante
no numero médio de leveduras fagocitadas pelos mondcitos comparados as
criangas controles normais (1,38; 1,57; 1,51 e 1,73) (p=0,22, Kruskal-Wallis,
seguido pelo método de Dunn para comparagé&o entre os grupos) (Figura 21).

De forma similar, a capacidade fagocitaria dos mondcitos das criangas com
asma persistente grave foi significantemente menor do que o das criancas
normais. No entanto, apesar de se observar um aumento da capacidade
fagocitaria aos 3 meses de tratamento, aos 6 meses houve um declinio para
valores similares ao inicio do tratamento com corticoide inalatorio. A mediana do
indice fagocitario dos mondcitos das criangas com asma grave (11,0) antes do
tratamento foi significativamente menor do que a das criangas controle normais
(47,50) (p<0,05, Mann-Whitney teste). Observou-se, no entanto, com o tratamento
com o corticéide inalatério que a mediana do IF aumentou para o valor de 15,0
aos 3 meses e declinou para 8,75 aos 6 meses de acompanhamento, sem
siginificancia estatistica (p=0,75, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn

para comparagao entre os grupos) (Figura 17). Nao havendo diferenca
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estatisticamente significante na proporgdo de mondcitos envolvidos na fagocitose
das criangas com asma grave comparado as criangas controles normais (7,25;
11,5; 7,0 e 28 respectivamente) (p=0,82, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de
Dunn para comparagdo entre os grupos), bem como no numero médio de
leveduras fagocitadas pelos mondécitos comparados as criangas controles normais
(1,46; 1,62; 1,42 e 1,73) (p=0,48, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn

para comparagéao entre os grupos) (Figura 21).
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Figura 21. indice fagocitario de mondcitos (A), porcentagem de mondcitos envolvidos na
fagocitose (B), medla de leveduras ingeridas por mondcitos (C) utilizando Saccharomyces
cerevisiae (2, 5x10° ) na presenca de soro fetal bovino inativado, em individuos controles e com
asma persistente leve, moderada e grave, no inicio e durante o tratamento com corticoide
inalatério (tempos: zero, trés, e seis meses). Os valores sdo expressos em mediana, quartis,
minimos e maximos.
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6.4. INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM CORTICOIDE INALATORIO POR 6 MESES

EM CRIANCAS E ADOLESCENTES COM ASMA PERSISTENTE LEVE,

MODERADA OU GRAVE, PELOS RECEPTORES PARA OPSONINAS.

6.4.1 Influéncia do tratamento com corticéide inalatério sobre a capacidade
fagocitaria dos neutréfilos de criangas asmaticas, avaliada pelos receptores

para opsoninas.

Quando a fagocitose foi testada utilizando-se 6,25x10* Saccharomyces
cerevisiae, por escavagao, o indice fagocitario dos neutréfilos das criangas com
asma persistente leve ndo apresentou diferenga estatistica significante quando
comparado as criangas controle normais (110,3; 113,0; 109,0 e 106,5
respectivamente) (p=0,82, Kruskal-wallis, seguido pelo método de Dunn para
comparagao entre os grupos). Resultados similares foram encontrados em
relagdo a proporcdo de neutrdfilos envolvidos na fagocitose comparada as
criangas controle normais (56,0; 54,75; 54,50 e 57,0 respectivamente) (p=0,78;
Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao entre os grupos),
bem como ao numero de leveduras fagocitadas pelos neutréfilos comparada as
criangas controle normais (2,048; 2,127; 2,048 e 2.048 respectivamente) (p =
0,53; Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagdo entre os
grupos) (Figura 22).

O indice fagocitario dos neutréfilos das criangas com asma persistente
moderada ndo apresentou diferenga estatisticamente significante (114,0; 132,0;
135,0 e 106,5 respectivamente) (p = 0.67; Kruskal-wallis, seguido pelo método de
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Dunn para comparagao entre os grupos). Resultados similares foram encontrados
em relagcdo a proporgdo de neutrofilos envolvidos na fagocitose comparada as
criangas controle normais (55,5; 69,5; 65,0 e 57,0 respectivamente) (p = 0.28
Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao entre os grupos),
bem como ao numero de leveduras fagocitadas pelos neutréfilos comparada as
criangas controle normais (2,06; 2,20; 2,12 e 2,048 respectivamente) (p = 0,57,
Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao entre os grupos)
(Figura 22).

A mediana do indice fagocitario dos neutréfilos das criangas com asma
persistente grave nao apresentou diferenca estatistica significante antes do
tratamento com corticoide inalatério (111,3; 119,5; 111,5; e 106,5
respectivamente) quando comparada a das criangas controle normais (p = 0,74,
Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparag¢ao entre os grupos)
quando a fagocitose foi testada utilizando-se 6,25x10* Saccharomyces cerevisiae
por escavacao. O mesmo foi observado com o a mediana da proporgao de
neutréfilos envolvidos na fagocitose das criangas com asma persistente grave
(55,0; 58,50; 56,0 e 57,00, respectivamente) (p = 0,76; Kruskal-Wallis, seguido
pelo método de Dunn para comparagdo entre os grupos), e com o numero de
leveduras fagocitadas pelos neutrofilos, quando comparada as criangas controle
normais (2,10; 2,04; 2,05 e 3,16, respectivamente) (0,001; Kruskal-Wallis, seguido

pelo método de Dunn para comparagéo entre os grupos) (Figura 22).
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Figura 22. indice fagocitario de neutréfilos (A), porcentagem de neutréfilos envolvidos na
fagocitose (B), e média de leveduras ingeridas por neutréfilos (C),in vitro, para Saccharomyces
cerevisiae (6,25x10*),na presenca soro fresco do doador, em individuos controles e com asma
persistente leve, moderada ou grave, no inicio e durante o tratamento com corticéide inalatério
(tempos: zero, trés, e seis meses). Os valores sdo expressos em mediana, quartis, minimos e
maximos.

Quando a fagocitose foi testada utilizando-se 2,5x10° Saccharomyces
cerevisiae por escavagao, a capacidade fagocitaria dos neutrdfilos das criangas
com asma persistente leve foi significativamente menor do que o das criangas
normais. A mediana do indice fagocitario dos neutréfilos das criangas com asma
persistente leve antes do tratamento com corticoide inalatorio (113,0) foi
significativamente menor do que a das criangas controle normais (253,5) (p =
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0.0044; teste de Mann-Whitney). Observou-se com o tratamento com corticoide
inalatorio que a mediana do IF diminui para o valor de 110,5 aos 3 meses e
aumentou para 113,3 aos 6 meses de acompanhamento, porém sem significancia
estatistica (p = 0,90, Kruskal-wallis, seguido pelo método de Dunn para
comparacgao entre os grupos). E, tanto para a proporc¢ao de neutrofilos envolvidos
na fagocitose das criangas com asma persistente leve comparada as criangas
controle normais (55,0; 57,0; 57,25 e 73,00, respectivamente) (p = 0,30, Kruskal-
wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao entre os grupos), quanto
para o numero de leveduras fagocitadas pelos neutrofilos comparada as criangas
controle normais (2,16; 2,07; 2,0 e 2,6 respectivamente) (p = 0,29, Kruskal-
Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagdo entre os grupos) nao
houve significancia estatistica (Figura 23).

A mediana do indice fagocitario dos neutréfilos das criangas com asma
persistente moderada antes do tratamento com corticoide inalatério (118,3) foi
significativamente menor do que a das criangas controle normais (253,5) (p<0,05;
teste de Mann-Whitney) quando a fagocitose foi testada utilizando-se 2,5x10°
Saccharomyces cerevisiae, por escavagédo. Observou-se com o tratamento com
corticoide inalatorio que a mediana aumento para 235,8 aos 3 meses e diminuiu
para 119,0 aos 6 meses, porém sem significancia estatistica (p = 0.54. Kruskal-
wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagdo entre os grupos).
Resultados similares foram encontrados em relagdo a propor¢céo de neutréfilos
envolvidos na fagocitose comparada as criangas controle normais (57,75; 75,0;
60,50 e 81,0 respectivamente) (p = 0.22 Kruskal-Wallis, seguido pelo método de
Dunn para comparagdo entre os grupos), bem como ao numero de leveduras

fagocitadas pelos neutrofilos, comparada as criangas controle normais (2,14;
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2,84; 2,11 e 3,16 respectivamente) (p = 0.86 Kruskal-Wallis, seguido pelo método
de Dunn para comparagao entre os grupos) (Figura 23).

A mediana do indice fagocitario dos neutréfilos das criangas com asma
persistente grave antes do tratamento com corticoide inalatorio (111,5) foi
significativamente menor do que a das criangas controle normais (235,5) (p <
0,05; teste de Mann-Whitney) quando a fagocitose foi testada utilizando-se
2,5x10° Saccharomyces cerevisiae por escavagdo. Observou-se que a mediana
do IF aumentou para o valor de 116,3 aos 3 meses e para 114,5 aos 6 meses de
tratamento, no entanto, ndo houve diferenga estatisticamente significante (p =
0,76, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagdo entre os
grupos). Resultados similares foram observados em relacdo a proporgdo de
neutréfilos envolvidos na fagocitose, comparada as criangas controle normais
(54,50; 56,00; 56,5 e 81,00, respectivamente) (p = 0,48, Kruskal-Wallis, seguido
pelo método de Dunn para comparagdo entre os grupos), e quanto ao menor
numero de leveduras fagocitadas pelos neutrofilos, comparada as criangas
controle normais (2,08; 2,04; 2,05 e 2,66, respectivamente) (0,26, Kruskal-Wallis,

seguido pelo método de Dunn para comparagé&o entre os grupos) (Figura 23).
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23. indice fagocitario de neutréfilos (A), porcentagem de neutrdfilos envolvidos na
fagocitose (B), medla de leveduras ingeridas por neutrofilos (C), in vitro, para Saccharomyces
cerevisiae (2,5x10%),na presenca soro fresco do doador, em individuos controles e com asma
persistente leve no inicio e durante o tratamento com corticoide inalatério (tempos: zero, trés, e
seis meses). Os valores sdo expressos em mediana, quartis, minimos e maximos.
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6.4.2. Influéncia do tratamento com corticéide inalatério sobre a capacidade
fagocitaria dos monécitos de criancas asmaticas, avaliada pelos receptores
para opsoninas.

A mediana do indice fagocitario dos mondcitos das criangas com asma
persistente leve n&o apresentou diferenga estatisticamente significante quando
comparada a das criangas controle normais (107,5; 114,0; 114,8 e 104,5
respectivamente) (p = 0,32, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para
comparagdo entre os grupos) utilizando-se 6,25x10* Saccharomyces cerevisiae
por escavacao. Resultados similares foram observados em relagao a proporgao
de mondcitos envolvidos na fagocitose (54,0; 57,5; 56,26; e 53,50
respectivamente) comparada as criangas controle normais (p = 0.29 Kruskal-
Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao entre os grupos), e ao
numero de leveduras fagocitadas pelos mondcitos, comparada as criangas
controle normais (2,12; 2,06; 2,06 e 2,0, respectivamente) (0,84 Kruskal-Wallis,
seguido pelo método de Dunn para comparagé&o entre os grupos) (Figura 24).

A mediana do indice fagocitario dos mondcitos das criangas com asma
persistente moderada nado apresentou diferenga estatisticamente significante
quando comparada a das criangas controle normais (114,3; 115,8; 120,0 e 104,5
respectivamente) (p=0,62, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para
comparacgao entre os grupos). Resultados similares foram observados em relagéo
a proporgéo de neutrofilos envolvidos na fagocitose (56,7; 57,5; 60,5; e 53,50
respectivamente) comparada as criangas controle normais (p = 0.37 Kruskal-
Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagdo entre os grupos), e ao
numero de leveduras fagocitadas pelos mondcitos, comparada as criangas

controle normais (2,06; 2,20; 2,06 e 2,0, respectivamente) ( P = 0.52; Kruskal-
77



Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagéao entre os grupos) (Figura
24).

A mediana do indice fagocitario dos mondcitos das criangas com asma
persistente grave n&do apresentou diferenga estatisticamente significante quando
comparada a das criangas controle normais (111,8; 119,5; 112,0 e 104,5
respectivamente) (p = 0.10, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para
comparagao entre os grupos), bem como a proporgao de neutrofilos envolvidos na
fagocitose (55,5; 59,5; 56,25; e 53,50 respectivamente), comparadas as criangas
controle normais (p=0.08 Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para
comparagao entre os grupos), e o numero de leveduras fagocitadas pelos
neutréfilos, comparadas as criangas controle normais (2,06; 2,03; 2,0 e 2,0,
respectivamente) (P = 0,49; Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para

comparacgao entre os grupos) (Figura 24).
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Figura 24. indice fagocitario de mondcitos (A), porcentagem de mondcitos envolvidos na
fagocitose (B), média de leveduras ingeridas por mondcitos (C), in vitro, para Saccharomyces
cerevisiae (6,25x10*),na presenca soro fresco do doador, em individuos controles e com asma
persistente leve, moderada e grave, no inicio e durante o tratamento com corticéide inalatério
(tempos: zero, trés, e seis meses). Os valores sdo expressos em mediana, quartis, minimos e
maximos.

A capacidade fagocitaria dos mondcitos das criangas com asma persistente
leve foi significativamente menor do que o das criangas normais. A mediana do
indice fagocitario dos mondcitos das criangas com asma persistente leve antes do
tratamento com corticoide inalatério (109,0) apresentou diferenca estatistica
comparada a das criangas controle normais (235,5) (p = 0,03, teste de Mann-
Whitney) quando a fagocitose foi testada utilizando-se 2,5x10° Saccharomyces
cerevisiae por escavacado. Observou-se que a mediana do IF aumentou para o
valor de 111 aos 3 meses e 111,8 aos 6 meses de tratamento com corticoide

inalatorio (p = 0,81, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para
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comparagao entre os grupos), no entanto, n&o foi estatisticamente significante
(Figura 21). O mesmo foi observado quanto a proporgédo de mondcitos envolvidos
na fagocitose nas criangas com asma (54,50; 55,50; 56,0 e 73,0 respectivamente)
comparada as criangas controle normais (p = 0,80, Kruskal-Wallis, seguido pelo
método de Dunn para comparagdo entre os grupos), e quanto ao numero de
leveduras fagocitadas pelos mondcitos, comparada as criangas controle normais
(2,11; 2,05; 2,02 e 2,66, respectivamente) (p = 0,49; Kruskal-Wallis, seguido pelo
meétodo de Dunn para comparagéo entre os grupos) (Figura 25).

A mediana do indice fagocitario dos mondcitos das criangas com asma
persistente moderada ndo apresentou diferenga estatisticamente significante
quando comparada a das criangas controle normais (118,5; 121,5; 116,0 e 235,5
respectivamente) (p = 0.88, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para
comparacao entre os grupos). O mesmo foi observado para proporgao de
monaocitos envolvidos na fagocitose (56,5; 52,5; 58,0; e 73,0 respectivamente)
comparada as criangas controle normais (p=0.75 Kruskal-Wallis/Dunn’s), e o
numero de leveduras fagocitadas pelos mondcitos, comparada as criangas
controle normais (2,08; 2,29; 2,09 e 2,66, respectivamente) (p = 0.48 Kruskal-
Wallis/Dunn’s) (Figura 25).

A mediana do indice fagocitario dos mondcitos das criangas com asma
persistente grave n&do apresentou diferenga estatisticamente significante quando
comparada a das criangas controle normais (110,5; 110,8; 116,5 e 235,5
respectivamente) (p = 0.37, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para
comparacgao entre os grupos. Resultados similares foram observados em relagéo
a propor¢cao de monocitos envolvidos na fagocitose (54,5; 55,0; 57,5; e 73,0

respectivamente) comparada as criangas controle normais (p = 0.41 Kruskal-
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Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao entre os grupos), e ao
numero de leveduras fagocitadas pelos neutrofilos, comparada as criangas
controle normais (2,07; 2,05; 2,02 e 2,66, respectivamente) (0.22 Kruskal-Wallis,

seguido pelo método de Dunn para comparagéo entre os grupos) (Figura 25).
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Figura 25. indice fagocitario de mondcitos (A), porcentagem de mondcitos envolvidos na
fagocitose (B), média de leveduras ingeridas por mondécitos (C), in vitro, para Saccharomyces
cerevisiae (2,5x10°), na presencga soro fresco do doador, em individuos controles, e com asma
persistente leve, moderada e grave, no inicio e durante o tratamento com corticéide inalatério
(tempos: zero, trés, e seis meses). Os valores sdo expressos em mediana, quartis, minimos e
maximos.
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6.5. INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM CORTICOIDE INALATORIO POR 6
MESES, SOBRE A PRODUGAO DE RADICAIS DE OXIGENIO PELOS
FAGOCITOS DE CRIANGAS COM ASMA PERSISTENTE, PELO TESTE DO
NITROBLUE TETRAZOLIUM (NBT).

A porcentagem de reducao de NBT basal foi menor nas criangas com asma
persistente leve (80,5%) antes do tratamento comparadas as criangas controle
normais (88,75%) (p=0.01, Mann Whitney teste). E o tratamento por seis meses
aumentou significantemente a porcentagem de redugao de NBT basal (p = 0.04,
Kruskal-Wallis, seguido do método de Dunn para comparagao entre os grupos).

Quando analisada a porcentagem de redugdo de NBT estimulado, as
criangas com asma persistente leve apresentaram uma menor mediana da
(94,0%) antes do tratamento, comparadas as criangas controle normais (98,5%)
(p = 0.02, teste de Mann Whitney). E o tratamento por seis meses diminuiu
significantemente a porcentagem de reducdo de NBT basal (p=0.0022, Kruskal-
Wallis, seguido do método de Dunn para comparagédo entre os grupos) (Figura

26).
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Figura 26. Comparacéo da produgédo de radicais de oxigénio pelos fagocitos expressadas pelo
percentual de redugdo de nitro blue tetrazolim entre os grupos de asma persistente leve,
moderada e grave e criangas controle normais. Os dados estdo expressos em mediana, quartis e
extremos. O outlier esta indicado. O teste de Mann-Whitney foi usado para comparar o controle e
0s pacientes asmaticos antes do tratamento. Apenas o grupo com asma persistente leve foi menor
que o grupo controle ( A and D) (antes<controle). O teste de Kruskal-Wallis, seguido de Dunn'’s, foi
usado para comparar 0s grupos. Apenas O grupo com asma persistente leve mostrou uma
diferencga significativa. Entretanto, 6m>antes para basal, enquanto 3 e 6 m< antes com estimulo.

83



7. DISCUSSAO
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O presente trabalho foi um estudo prospectivo que avaliou pela primeira vez
a influéncia do tratamento da asma com CI por 3 e 6 meses sobre as fungdes
fagocitarias de neutroéfilos e mondcitos e sobre a ativagao de eosindfilos.

No presente trabalho, os eosindfilos no sangue periférico de criangas e
adolescentes com asma, antes, aos 3 e aos 6 meses de tratamento com CI, foram
avaliados quanto ao estado de ativagdo segundo parametros morfolégicos apos
aderéncia a lamina. Observamos que os eosindfilos normais, nao ativados,
encontravam-se em menor porcentagem nas criangas com asma antes do
tratamento, e que a porcentagem aumentou apds seis meses de uso de ClI,
exceto nas criangas com asma persistente grave.

Dentre estas alteragdes morfologicas quantificadas verificamos que para as
criangas com asma persistente leve e moderada, todas os parametros encontram-
se elevados em relagdo as criangas normais, exceto a emissdo de granulos em
grande quantidade e a presenga de vacuolos, e dos parametros alterados, todos
demoram 6 meses para diminuir significantemente apds o tratamento com o Cl,
exceto a emissdo de pseudopodes localizados, cuja diminuigdo ja foi observada
aos 3 meses de tratamento.

Para as criangcas com APG, somente a proporcdo de eosindfilos normais
estavam diminuidos e a emissdo de granulos em pequena quantidade estava
aumentada em relagdo as criangas normais, e somente a emissao de granulos
em grande quantidade e o contato entre células mostrou pardmetros de melhora
com o tratamento, mostrando que em seis meses de tratamento com o Cl estas
alteragdes diminuiram significantemente nas criangas com asma persistente leve
e moderada, mas ndo nas criangas com asma grave. Estudos tém sido

conduzidos com individuos com asma grave, demonstrando que este grupo de
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pacientes apresenta diferentes fenotipos que necessitam de investigagdo mais
minuciosa (Gibeon et al., 2012). Outro achado importante foi que as criangas com

asma intermitente foram diferentes das criangas controle normais apenas em

By

relacdo & maior freqiiéncia de eosindfilos espraiados que estas. A inflamagéo

cronica de vias aéreas € reconhecida como um importante componente de todas
as formas da doencga, o que faz do corticosterdide inalatério a base de seu
tratamento (Sawicki et al., 2013). E nas criangas com asma persistente grave,
antes do tratamento, a alteragdo morfologica significativa foi a emissado de
granulos em pequena quantidade, comparada as criangas saudaveis, e n&o
houve modificagdo com o tratamento. Um achado relevante, neste grupo, foi o
aumento da propor¢cdo de emissao de granulos em grande quantidade aos 3
meses de tratamento com CIl. Nossos dados estdo de acordo com Muniz-
Junqueira et al. (2013) que mostraram porcentagem aumentada de eosindfilos
com alteragdes morfolégicas em criangas com asma, tanto na crise, quanto em
criangas assintomaticas no periodo intercrise, quando comparadas com criangas
controle normais.

O eosinodfilo parece desempenhar um importante papel na fisiopatologia da
asma grave. Divergéncia no numero de eosinofilos em individuos com asma
grave também foi observado por Wenzel et al(1999) em um estudo que avaliou 34
pacientes com asma grave por bidpsia endobrénquica. Eles identificaram um
subgrupo de 20 pacientes que apresentavam numero de eosinoéfilos situado dois
desvios padrao acima da media de controles normais, enquanto os demais 14
pacientes mostraram o numero de eosindfilos dentro do limite da normalidade.

Nesse mesmo grupo de 20 pacientes, observaram aumento do espessamento da
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membrana bronquica, aumento tecidual de linfocitos, macrofagos e neutrofilos e
uma maior ocorréncia de asma fatal. O mesmo estudo mostrou aumento da taxa
de TGF-B nas células da membrana submucosa dos pacientes com numero de
eosinofilos elevados (Wenzel et al.,1999).

O nosso estudo foi importante ndo somente por demonstrar que as
alteragdes morfologicas dos eosindfilos ocorreram com maior frequéncia nas
criangas com asma do que nas criangcas saudaveis, como também, pelo
dimensionamento destas alteragées de acordo com as categorias de gravidade da
asma, e a relacdo com os periodos pré e pos-tratamento. Observamos que apos
seis meses de tratamento houve diminuigdo das alteragcbes morfolégicas dos
eosinofilos caracteristicas da ativagdo destas células no grupo das criangas com
asma persistente leve e moderada, bem como, um aumento da porcentagem de
eosindfilos com aspecto normal, ndo ativados.

A asma é uma doencga que esta associada a ativacao dos eosindfilos. Eles
sdo células originarias da medula éssea e apds a maturagdo seguem para a
corrente sanguinea, onde se apresentam funcionalmente ativados ou em repouso
(Kita, 2011), dependendo dos estimulos a que estejam submetidos (Erjefalt et al.,
2000). As proteinas basicas especificas dos eosinofilos sdo armazenadas como
granulos secundarios: a proteina basica maior (MPB), proteina catidnica
eosinofilica (ECP), peroxidase eosinofilica (EPO) e a neurotoxina derivada do
eosinofilo (EDN) (Gundel et al., 1991). E os eosindfilos quando ativados liberam
os granulos protéicos e enzimas tdxicas, sendo observadas alteragdes
morfologicas especificas durante o processo de ativagao (Pronk-Admiraal et al.,
2002). Os granulos séo libertados pela desgranulagdo fragmentada regulada, por

exocitose classica, quando os granulos libertam seus conteudos ao se fundirem
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com a membrana plasmatica, e por citdlise, quando apoés ruptura da membrana
plasmatica os granulos sao libertados extracelularmente (Erjefalt et al., 2000;
Shamri et al., 2011). Reconhece-se a desgranulagéo destas células, pelo numero
aumentado de vacudlos no citoplasma. Os eosindfilos ativados eliminam
proteinas altamente citotoxicas, tais como a proteina eosinofilica catibnica e a
proteina eosinofilica X (Vemge et al.,1987).

Os eosindfilos desgranulados s&o reconhecidos na corrente sanguinea
(Dvorak et al., 1991), bem como os eosindfilos com aspecto celular de menor
densidade, ou os eosindfilos hipodensos (Peters et al.,1988). No entanto, mais
importante do que a presencga do eosindfilo na inflamacéao, € a quantidade de
eosinofilos ativados e suas caracteristicas, como a desgranulagéo ou a densidade
celular (Kuo et al.1994). Erjefalt et al. (1998) avaliaram os eosindfilos de polipos
nasais e concluiram que a citolise € um dos mecanismos mais importantes de
ativacao do eosindfilo, e que esta presente na mucosa das vias aéreas, além
disto, a citolise pode ocorrer mesmo com pouca desgranulagéo.

Kuo et al. (1994) conduziu um estudo com 27 individuos asmaticos para
correlacionar o numero de eosinofilos hipodensos do sangue periférico com a
gravidade da doenca e o efeito do tratamento como CIl. Encontrou uma forte
relacdo com a severidade da doenca e a hiperrresponsividade brdnquica, e
observou que a porcentagem de eosindfilos hipodensos diminuiu com o
tratamento, bem como o numero total de eosindfilos, apesar da correlagao fraca
entre eles. Outros autores, no entanto, ttm demonstrado uma forte correlacéo dos
eosindfilos hipodensos com os eosindfilos totais circulantes (Fukuda et al.,1985).

Metodologicamente vale ressaltar, que o método utilizado no nosso estudo,

no qual fizemos a avaliacdo dos eosindfilos apds aderéncia em lamina, permite
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analisar o estado de ativagao pelas caracteristicas morfologicas da célula obtida
ainda no sangue periférico, que se considerando ser a asma uma doenca
sistémica, pode refletir o estado de ativacdo dos eosindfilos no sitio pulmonar
(Muniz-Junqueira, et al. 2013).

Leckie et al. (2000) avaliaram o numero de eosinofilos no sangue periférico,
no escarro e no lavado broncoalveolar, e mostraram que nos individuos com
asma eosinofilica os eosindfilos estdo aumentados no sangue, no escarro e no
lavado brénquico. Bousquet et al. (1990) estudaram em 43 individuos adultos com
asma e 10 controles o numero de eosinofilos no sangue periférico e a proteina
catidnica eosinofilica no lavado broncoalveolar. Eles demonstraram que tanto o
numero de eosindfilos no sangue periférico, quanto o numero de eosinofilos no
lavado broncoalveolar estavam expressivamente aumentados nos individuos com
asma comparados aos individuos controles, além de se correlacionarem com a
severidade da asma.

Com o intuito de verificar a acuracia de instrumentos de avaliagdo da
inflamagéo, Pizzichini et al. (1996) avaliou 19 individuos com asma que tinham
aumentada proporgao de eosindfilos tanto no escarro como no sangue periférico e
niveis aumentados da proteina eosinofilica catibnica no escarro, comparados a
20 individuos controle. E concluiram que a melhor acuracia foi obtida com a
analise dos eosindfilos no escarro induzido.

Nossos dados mostraram também que o numero de eosindfilos do sangue
periférico foi significantemente maior nas criangas asmaticas antes do tratamento
quando comparadas as criangas controles. No entanto, ndo houve diferenga

significativa do numero de eosindfilos no sangue periférico com o tratamento com
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Cl, para nenhuma das classificagdbes da asma, quando comparadas com as
criangas controle normais.

Malerba et al. (2008) estudou 14 individuos com asma persistente leve e
moderada e avaliou o numero de eosindfilos no escarro induzido aos 3, 6 e 12
meses de tratamento com CI, e verificou que somente apds seis meses de
tratamento com Cl houve uma diminuicdo do numero de eosindfilos no escarro
induzido. Nossos dados mostraram que em 6 meses de tratamento com Cl houve
diminuicdo significativa da proporcéo de alteragdes morfologicas do eosinofilos
caracteristicas de ativagdo nas criangas com asma persistente leve (espraiamento
/ emissdo de granulos em pequena e moderada quantidade / emisséo de
pseuddpodes localizados / eosindfilos com contato entre células e degeneragao
celular), asma persistente moderada (espraiamento / emissao de granulos em
pequena e moderada quantidade / emissdo de pseuddpodes localizados /
eosinofilos com degeneragdo celular) e asma persistente grave (emissdo de
granulos em grande quantidade / eosindfilos com contato entre células).

Alguns estudos tém avaliado os eosinodfilos juntamente com a funcgéo
pulmonar com o objetivo de associar a fungdo pulmonar com a inflamacgao.
Jatakanon et al. (2000) avaliaram o numero de eosindfilos e a fungdo pulmonar
em 15 individuos com asma, e observaram um aumento dos eosinofilos,
deterioracédo da fungdo pulmonar e aumento das exacerbagdes pela doenga apos
a suspensao do Cl. Zimmerman et al. (2006) avaliaram o numero de eosindfilos e
a proteina catibnica eosinofilica (ECP) no sangue periférico antes e apos
tratamento com corticoide inalatério, monitorando com a funcédo pulmonar, € nao

encontrou correlagdo do numero de eosindfilos com a severidade da asma e o
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tratamento, mas demonstrou que a ECP se correlacionava com alteracdes na
funcao pulmonar.

No nosso trabalho, avaliamos também a funcdo pulmonar pelo pico de fluxo
expiratorio, e encontramos diferengca estatisticamente significante antes do
tratamento com Cl apenas para as criangas com asma persistente moderada e
grave, e apo6s o tratamento apenas para as criangas com asma persistente leve e
moderada. Isto demonstrou que a fungdo pulmonar ndo atingiu a normalidade
com seis meses de tratamento nas criangas com asma persistente grave. Além
disso, no6s também avaliamos o controle clinico pelo ACT e encontramos
diferenca estatisticamente significante aos seis meses de tratamento com Cl em
comparagao ao periodo antes do tratamento, para as criangas com asma
persistente leve e moderada, enquanto as criangas com asma persistente grave
ainda nao tinham obtido controle clinico. Chan et al. (2009) avaliaram 45 criangas
com asma durante dois anos pelo ACT e o pico de fluxo expiratorio, e observaram
que eles dois métodos sao instrumentos independentes de avaliagdo do controle
da asma. No entanto, ha de ressaltar que o ACT nao avalia fungdo pulmonar, e
por este motivo ele n&o dever ser usado isoladamente na avaliagado do controle da
asma (Peroni et al., 2008). Tais observacdes reforcam a necessidade de que
todo paciente com asma deva ser acompanhado por meio de avaliagdes seriadas
do controle clinico e funcional, como também, deveria ser avaliado o controle
inflamatério. Nossos dados contribuiram para acrescentar mais um parametro
objetivo para avaliacdo da resposta ao tratamento com o Cl de criangas com
asma, e mostraram que o tratamento por 6 meses ainda é insuficiente para obter
controle laboratorial se as criangas forem portadoras da forma grave da doenga,

entretanto, este tempo foi suficiente para mostrar melhora dos parametros de
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ativacao dos eosindfilos para as criangas com as formas leve e moderada da
doenga.

Ser por um lado, o controle total da doenca promove uma melhoria na
qualidade de vida do individuo com asma, por outro, a doenca nao controlada,
aumenta a ocorréncia de exacerbagdes, que podem ocasionar frequentes
internagdes e idas ao pronto socorro.

Além disto, tem sido demonstrado que o individuo com asma apresenta
frequentemente infeccdo de vias aéreas durante as exacerbacdes pela doenca.
No entanto, os mecanismos associados com as infecgdes do trato respiratorio no
individuo com asma ainda carece de esclarecimento.

Rantala et al. (2013) avaliaram 1008 adultos atdpicos e n&o atopicos e
concluiu que os primeiros tinham mais infecgdes tanto das vias aéreas superiores
quanto das vias aéreas inferiores, do que os individuos n&o atdpicos. Um
importante mecanismo de defesa pulmonar é representado pelos macréfagos
alveolares tanto na fagocitose de particulas, bactérias e virus, e como mediadores
de processos que envolvem outros tipos de células (Stenson, 1980). No entanto,
Fitzpatrick et al. (2008) demonstraram que os macrofagos alveolares de criangas
com asma apresentavam fagocitose diminuida frente aos agentes bacterianos.
Fato similar foi demonstrado por Alexis et al. (2003) que encontraram um
decréscimo da fung¢ado fagocitaria de macrofagos do escarro induzido, mondcitos
e neutrofilos do sangue periférico frente a inalagdo de endotoxinas pelos
individuos com asma. Entretanto, o efeito dos corticosterdides na fagocitose pelos
fagdcitos ainda esta pouco esclarecido na asma. Norris (1977) demonstrou que a
terapia com prednisona em dias alternados n&o afetou a capacidade quimiotatica

e de fagocitose dos mondcitos circulantes, embora tenha ocorrido uma diminuigdo
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do numero destas células no sangue periférico. Resultado similar foi encontrado
por Zetterlund et al. (1998) que demonstraram que a budesonida aumentou a
fagocitose dos macréfagos do lavado brénquico em nove individuos voluntarios
saudaveis (Zetterlund et al.,1998).

Nosso trabalho demonstrou pela primeira vez a influéncia do tratamento com
corticosterodides inalados por 3 e 6 meses na funcéo fagocitaria dos neutrofilos e
mondécitos de criangas asmaticas. Nossos achados demonstraram que mesmo
apos 6 meses de tratamento com o Cl as fungdes fagocitarias das criangas
asmaticas eram menores que as das criangas controle normais. No entanto, o
tratamento por 6 meses promoveu alguma melhora nos parametros clinicos, como
um aumento no pico de fluxo expiratorio, e um aumento significativo no percentual
de criangas com asma persistente leve e moderada mostrando ACT> 25 e ACT =
20-24 (tabela 2 ), apesar de nao se observar recuperagdo da fungdo dos
fagdcitos. A capacidade fagocitaria de mondcitos e neutréfilos em criangas com
asma persistente leve, moderada e grave, avaliada em nosso estudo, foi menor
do que nas criangas saudaveis. A diminuicdo da fagocitose por mondcitos e
neutréfilos (Alexis et al., 2003; Lavinskiene et al., 2012) e de macréfagos
alveolares (Fitzpatrick et al., 2008; Godard et al.,1982) tém sido demonstrada em
individuos asmaticos.

A severidade da asma, em nosso estudo, ndo influenciou a imunodeficiéncia
dos fagdcitos, uma vez que os indices fagocitarios dos neutréfilos e mondcitos de
criangas com asma persistente leve, moderada ou grave estavam reduzidos, sem
diferenga entre os grupos. Nossos dados diferem dos de Fitzpatrick et al (2008)

que observaram maiores deficiéncias em pacientes com asma grave, e Lay et al.
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(2008) que demonstrou aumento da fagocitose por macréfagos do escarro de
pacientes com asma. Nossos dados estdo de acordo com os dados de Alexis et
al. (2001) que demonstraram menor fungdo fagocitaria dos macréfagos
bronquiais obtidos de escarro induzido de 20 individuos com asma leve e 20
individuos controles. E de Godar et al. (1981) que demonstrou que a viabilidade e
a atividade funcional dos macréfagos alveolares em pacientes asmaticos estava
diminuida e guardava uma relacdo com a eosinofilia do sangue periférico. Vale
ressaltar que as diferengcas observadas entre os nossos achados e o de outros
autores que também avaliaram a fagocitose na asma podem ser devidas a varios
fatores, como a faixa etaria estudada, o tipo de célula avaliada, a gravidade da
asma, a apresentacao clinica da doenca, a fonte de obtencdo do material para
exame (escarro induzido, sangue periférico, lavado brénquico, etc.), além de
diferengas genéticas entre os individuos (Fitzpatrick et al., 2008; Alexis et al.,
2003; Lavinskiene et al., 2012; Alexis et al., 2001; Lay et al., 2008; Godard et
al.,1981).

Nossos achados demonstraram uma deficiéncia na fagocitose avaliada
tanto por meio de receptores de padrées moleculares associados a patogenos
(ndo sensibilizados) quanto por meio de receptores para o complemento e/ou
receptores para a porgéao Fc dos anticorpos (sensibilizados).

Para que ocorra a fagocitose, os fagocitos tém que se movimentar ao
encontro da S. cerevisiae e ingeri-la. Considerando que a redugédo na fagocitose
deveu-se ao menor envolvimento quantitativo dos fagdcitos na fagocitose,
podemos supor que os fagocitos em criangas com asma tenham a capacidade
diminuida de se mover em direcdo a levedura. De fato, foi demonstrado

anteriormente que [2-agonistas e glucocorticoides, que s&o normalmente
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utilizados para o tratamento de doencas pulmonares obstrutivas, influenciam a
liberacdo de quimiocinas e a sensibilidade do receptor e, consequentemente, a
quimiotaxia destas células (Strandberg et al.,2010).

Quando a fagocitose foi avaliada pelos receptores para opsoninas, a
deficiéncia deveu-se tanto ao menor envolvimento dos fagodcitos na fagocitose
quanto a menor ingestdo das leveduras pelos fagocitos. Os mecanismos pelos
quais estes fenbmenos ocorrem nao foram esclarecidos em nosso trabalho. No
entanto, uma possivel explicacdo seria uma diminuigdo na expressdo de
receptores para o complemento e/ou fragcdo Fcy da IgG nas membranas dos
monaocitos e neutréfilos de pacientes com asma, desde que Alexis et al. (2003)
demonstraram uma relagédo significativa entre a expressdao de CD64 (FcyR) e
fagocitose por macrofagos de individuos com asma e redugao da expressao de
CD11b, um componente do receptor de CR3, e fagocitose no escarro e em
neutréfilos e mondcitos de individuos com asma.

Apesar da ocorréncia de melhora clinica da asma com o tratamento com
corticéide inalatorio, uma das possibilidades para explicar por que ndo houve
recuperacéo da fagocitose apds seis meses de tratamento com o corticoéide seria
o efeito prejudicial do corticéide sobre os fagdcitos. Tal fato ja foi demonstrado por
alguns pesquisadores, de que a fagocitose por mondcitos e a produgdo de
citocinas inflamatorias podem ser deprimidas pela agéo do corticoide (Donnelly et
al.,2012; Barnes, 2006). Por outro lado, os corticéides ja demonstraram que
podem aumentar a produgao de IL-10, que por sua vez, desativaria os mondcitos
(Barnes, 2006; Barnes, 2011). Assim, a fagocitose no nosso estudo pode nao ter

retornado ao normal pela agédo do corticoide nos fagocitos, ou pelo fato de que a

95



insuficiente recuperacdo clinica seria responsavel pela manutencdo das
alteragdes imunoldgicas observadas nas fungdes dos fagocitos.

A produgédo de anion superoxido foi avaliada pela porcentagem de redugéao
do corante nitroblue tetrazolium pelos fagocitos de criangas com asma ou
controle. Observamos uma diminui¢gdo significante apenas nas criangas com
asma persistente leve. E a resposta apds 6 meses de tratamento com ClI diferiu
conforme avaliagdo basal (sem estimulo) ou apos estimulo. O Cl aumentou a
reducao percentual do NBT apenas para a avaliagdo sem estimulo, no entanto,
esses valores nao excederam aos valores observados em criangas normais.
Quando a producdo de anion superéxido foi avaliada apds estimulacdo com S.
cerevisiae sensibilizadas, observou-se diminuicdo na produgcdo de anion
superoxido. E possivel que a diminuigdo da fagocitose possa ter desempenhado
um papel na diminuigao da producao de anion superéxido por estas células.

Varios processos fisiologicos sdo desenvolvidos nas células envolvendo
vias enzimaticas ou processos quimicos que liberam varias espécies de radicais
de oxigénio (ROS) quando diante de agentes patogénicos. Por outro lado, niveis
altos de ROS podem produzir disturbios fisiopatologicos danosos ao DNA,
lipidios, proteinas e hidratos de carbono, aumentando a resposta inflamatoria
(Zuo et al., 2013). Além disto, o stress oxidativo pode desencadear a contracédo do
musculo liso, induzir hiper-responsividade das vias aéreas, e aumentar a
secregao de muco, e a producdo de ROS em excesso pode provocar alteragdes
importantes, levando a um desequilibrio antioxidante-oxidante que foi mostrado
em pacientes com asma e diferem significativamente de acordo a gravidade da
doenca (Zuo et al., 2013; Ahmad et al.,2012; Celik et al.,, 2012; Pennings et

al.,1999).
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Outros trabalhos mostraram que os fagocitos produzem diferentes espécies
de radicais de oxigénio dependendo da forma da doenca e se em estado de
repouso ou estimulados (Vachier et al., 1994). Producdo aumentada de ROS tem
sido observada na asma (Ahmad et al.,2012; Celik et al., 2012; Vachier et al.,
1994). As diferengas entre as nossas observagdes e outros investigadores que
avaliaram ROS na asma sao provavelmente o resultado do tipo de ROS avaliado,
o tipo de célula e diferengas nas formas clinica e da gravidade da doencga.

A influéncia do tratamento com corticéide sobre a producéo de radicais livres tem
sido avaliada. Observou-se que a budesonida reduziu o stress oxidativo em
cobaias (Long et al., 2008) e o Cl foi capaz de influenciar a produgdo de NADP-
oxidase na dependéncia da dose (Okrds et al., 2012). Majori et al.(1998)
demonstrou em 27 individuos adultos com asma controlada ou n&o controlada,
que tanto o uso por curto tempo de corticoide oral, quanto o uso a longo prazo de
corticoide inalatorio inibiram a liberagdo de anion superdxido pelos mondocitos no
sangue periférico.Utilizagao de glucocorticdides como antioxidantes tem sido
sugerida com base nas suas propriedades antioxidantes (Sadowska et al., 2007).
Pennings et al. (1999) avaliou 40 criangas com asma leve, tratadas com 250mcg
de Beclometasona, duas vezes ao dia, por seis semanas, e observou uma
diminui¢cdo na produgédo de ROS. Nés s6 observamos a influéncia do Cl na asma
persistente leve. Uma possivel explicacdo da resposta diferente observada por
nos é o tipo de ROS analisado e a célula testada.

O estresse oxidativo leva ao aumento da peroxidacao lipidica, o aumento
da reatividade e secrecbes em vias aéreas, a produgdo de moléculas
quimiotaticas e aumento da permeabilidade vascular (Nadeem et al.,2003,

Barnes, 1990, Birben et al., 2012, Szefler et al., 2012) que em conjunto conduzem
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ao aumento da inflamagao, que é uma caracteristica da asma. Por conseguinte,
menor producdo de radicais de oxigénio na asma poderia ter diminuir a
imunopatogénese da doenga. Por outro lado, uma menor produgao de superoxido
poderia levar a imunodeficiéncia e dificultar a defesa imunitaria contra agentes
infecciosos.

Apesar dos corticosteroides inalatérios se constituirem em drogas de
primeira escolha no tratamento da asma, o numero de criangas que atingiram total
controle clinico, avaliado pelo ACT (> 25) por 6 meses, neste estudo, foi pequeno.
Uma variabilidade significativa na resposta aos corticosterdides inalados para a
asma persistente tem sido mostrada (Szefler et al., 2002), e asma nao controlada
ocorre em mais de 50% das criangas que recebem tratamento com baixa dose de
corticosterodides inalados (Sorkness et al., 2007). E possivel que esta pequena
resposta clinica tenha sido devida ao grande percentual de asma persistente
moderada e grave entre as criangas avaliadas neste estudo. Além disso, apesar
da adesado ao tratamento ter sido encorajada em cada avaliagdo clinica, ndo ha
nenhuma garantia sobre o uso regular do Cl durante o periodo de follow-up, uma
vez que as criangcas foram tratadas em suas respectivas residéncias. Esta
incerteza € uma limitagdo do nosso estudo. A idade menor das criangas
asmaticas do que as criangas controle normais também foi uma limitacdo, no
entanto, ja haviamos mostrado que nao ha diferengcas na fagocitose entre
criangas maiores de 2 anos (Muniz-Junqueira et al.,2003). Neste estudo as
criangas foram tratadas com diferentes Cl (beclometasona, budesonida ou
fluticasona), que é outra limitagdo do estudo. Outra possivel limitagdo do nosso
estudo é o fato de que a fagocitose foi avaliada em fagdcitos obtidas do sangue

periférico e ndo de expectoragdo induzida ou lavagem broncoalveolar, a fim de
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avaliar diretamente os efeitos da doenca e do tratamento sobre a funcéo
fagocitica, a nivel local. No entanto, a asma é uma doencga sistémica com
diversas citocinas e outras moléculas aumentadas no sangue periférico que
podem influenciar as fun¢des de células do sistema imunoldgico e a fagocitose e
podem ser influenciados pelo tratamento com corticéide, como se verificou neste
estudo. Em apoio a esta consideragdo, as alteragbes morfolégicas nos
eosinofilos obtidos do sangue periférico marcadamente se correlacionam com a
gravidade da doencga e pode indicar a gravidade da exacerbacgao clinica aguda da
asma (Muniz-Junqueira et al., 2013), confirmando que as células de sangue
podem também ser influenciadas pela resposta imune que ocorre em individuos
asmaticos. Além disso, a indugao de expectoracdo pode ser um desafio para as
criangas (Gogate et al., 2008), e a influéncia sobre a fagocitose de muco (Voynow
et.,2009), de enzimas (Maneechotesuwan et al.,2008) e microorganismos (Marri
et al.,2013) presentes na expectoracdo ndo podem ser excluidos, além da
limitagdo ética de avaliar a fagocitose em fagécitos de lavado bronco-alveolar.

Em conclusao, nossas observacdes podem ampliar a compreensao acerca
da influéncia de corticoides inalatérios nas fungdes fagociticas dos neutrdfilos e
mondécitos de criangcas com asma. Nossos dados mostraram que nao houve
normalizagdo da fagocitose nas criangas asmaticas acompanhados por 6 meses
em tratamento com o Cl. No entanto, a produgao basal de anion superéxido pelos
fagdcitos voltou aos valores normais nas criangas com asma persistente leve.
Pelo fato dos fagdcitos poderem participar ativamente tanto na lesdo quanto na
defesa do pulmao na asma, € possivel que o resultado destes efeitos opostos

tenham sido benéficos para as criangas tratadas, uma vez que houve alguma
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melhoria clinica. Além disso, a reducdo nas lesdes provocadas por radicais de
oxigénio pode também ter gerado algum beneficio para as criangas tratadas.

Outro aspecto relevante de nossos dados foi a demonstracdo de que as
alteracées morfologicas nos eosinodfilos em criangas e adolescentes com asma
podem servir como um parametro objetivo para acompanhar o tratamento com o
corticoide inalatorio. O espraiamento, a emissdo de granulos em pequena e
moderada quantidade, a emissdo de pseudopodes localizados e eosinéfilos com
contato entre células foram mais frequentemente observados nas criangas com
asma persistente leve ou moderada antes do tratamento e voltaram para niveis
comparaveis aos das criangas saudaveis apds seis meses de tratamento com ClI.
Enquanto as criangas com asma persistente grave apresentaram a emissao de
granulos em pequena quantidade mais frequentemente do que as criangas
saudaveis, mas estas alteragdes ndo diminuiram mesmo apds seis meses de
tratamento. Sugerindo que as criangas com a forma grave da asma persistente
necessitara mais tempo de tratamento para obter o controle clinico e
demonstrando um comportamento diferente neste grupo de maior gravidade da
asma.

Considerando a importancia de se conhecer o padrao inflamatério do
paciente com asma, bem como a resposta ao tratamento habitual com corticéide
inalatorio, a analise morfoldgica dos eosinodfilos, em individuos com asma, poderia
se constituir em uma pratica laboratorial de rotina para fornecer dados de

acompanhamento mais objetivos do estado de controle da asma.
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8. CONCLUSOES
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Em relacao a ativagcao de eosinéfilos:

1. Observamos menor porcentagem de eosinofilos normais nado ativados
antes do tratamento nas criangas com asma independentemente da
gravidade da doenca,comparada as criangas controle normais; O
tratamento com corticdéide inalatério por seis meses aumentou
significantemente a porcentagem de eosindfilos normais ndo ativados nas
criangas com asma persistente leve e persistente moderada;

2. Houve maior porcentagem de eosindfilos com espraiamento antes do
tratamento para as criangcas com asma leve e moderada comparadas as
criangas controle normais. O tratamento com corticoide inalatorio por seis
meses diminuiu significantemente a porcentagem de eosinofilos com
espraiamento nas criangas com asma persistente leve;

3. Ocorreu maior porcentagem de eosindéfilos emitindo granulos em pequena
quantidade, antes do tratamento, nas criangas com asma sem distingao
com a gravidade da asma, comparadas as criangas controle normais; O
tratamento com corticdide inalatorio por seis meses diminuiu
significantemente a porcentagem de eosindfilos emitindo granulos em
pequena quantidade apenas nas criangcas com asma persistente leve e
moderada.

4. Houve maior porcentagem de eosindfilos emitindo granulos em moderada
quantidade, antes do tratamento, nas criangas com asma persistente leve e
persistente moderada, em comparagdo com as criangas controle normais;
O tratamento com corticéide inalatério por seis meses diminuiu

significantemente a porcentagem de eosindfilos emitindo granulos em
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5.

moderada quantidade, nas criangas com asma persistente leve e
persistente moderada e grave.

Observamos maior porcentagem de eosinofilos emitindo granulos em
grande quantidade, aos 3 meses de tratamento, nas criangas com asma
persistente grave; Maior porcentagem de eosinofilos emitindo pseuddpodes
localizados, antes do tratamento, nas criangas com asma persistente leve e
moderada; O tratamento com corticéide inalatorio por seis meses diminuiu
significantemente a porcentagem de eosindfilos emitindo pseudopodes
apenas nas criangas com asma persistente leve e persistente moderada.
Houve maior porcentagem de eosindéfilos com contato entre células, antes
do tratamento, nas criancas com asma persistente leve comparada as
criangas controle normais. O tratamento com corticoide inalatorio por seis
meses diminuiu significantemente a porcentagem de eosinofilos com
contato entre células nas criangas com asma sem distingdo de gravidade
da doenga;

Houve maior porcentagem de eosinofilos em degeneragéo celular, antes do
tratamento, nas criangas com asma persistente leve e moderada
comparadas as criangas controle normais. O tratamento com corticoide
inalatorio por seis meses diminuiu significantemente a porcentagem de
eosinofilos em degeneragdo celular apenas para as criangas com asma

persistente moderada.
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Em relagao a fungao fagocitaria:

8. Menor funcao fagocitaria dos neutrofilos antes do tratamento nas criangas
com asma sem distingdo da gravidade da doenga, comparadas as criangas
controle normais, em todos os parametros avaliados, com menor ou maior
propor¢cao de leveduras por fagocito e quando a fagocitose foi avaliada
pelos receptores para padrées moleculares ou por meio de opsoninas.

9. O tratamento com corticéide inalatério por seis meses modificou
significantemente a fungao fagocitaria dos mondcitos (ndo sensibilizados -
20/1) nas criangas com asma persistente moderada, porém n&o foi

suficiente para atingir a normalidade;

Em relagdao ao NBT

10.Menor porcentagem de redugdo de NBT basal nas criangas com asma
persistente leve antes do tratamento;

11.0 tratamento demonstrou dois efeitos diferentes, um foi o aumento
significativo da porcentagem de redugao para o NBT basal, e o outro foi a
diminuicdo da porcentagem de reducdo quando utilizado o NBT

estimulado, ambos, nas criangas com asma persistente leve.
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Anexo 1 - APROVACAO NO COMITE DE ETICA EM PESQUISAS

, Faculdade de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

Campus Universitario, Asa Norte — CEP 70910-9000 — Brasilia, DF - Tel.: (061) 3307-2520 / 3273-4069

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro de projeto: CEP-FM 002/2007

Influéncia do tratamento de manutencdo com corticoide inalatério no estado de
ativacdo dos cosindfilos e fungdo dos fagacitos em criangas e adolescentes
portadores de asma persistente correlacionando com a evolucgio clinica e o
controle da doenga

Pesquisador responsavel: Maria Imaculada M. B. Junqueira

Documentos analisados:  Folha de rosto, carta de encaminhamento, declaragio de
Responsabilidade, protocolo de pesquisa, termo de consentimento livre e esclarecido,
cronograma, bibliografia pertinente e curriculo(s) de pesquisador(es)

Data de entrada: 11/01/2007

Titulo:

Proposicéo.do(a) relator(a)
( x ) Aprovagao
( ) Nao aprovacdo

Data da primeira analise pelo CEP-FM/UnB: 24/01/2007
Data do parecer final do projeto pelo CEP-FM/UnB:  31/01/2007

PARECER

Com base na Resolugdo CNS/MS N° 196/96, que regulamenta a matéria, o Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia decidiu
APROVAR, na reunido ordinaria de 31/01/2007, conforme parecer do(a) relator(a), o
projeto de pesquisa acima especificado, quanto aos seus aspectos éticos.

1 — ModificagGes no protocolo devem ser submetidas ao CEP, assim como a notificacdo
imediata de eventos adversos graves;
2 — O(s) pesquisador(es) deve(m) apresentar relatérios periédicos do andamento da
pesquisa ao CEP-FM.

Brasilia, 01de fevereiro de 2007.
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Anexo 2- TCLE

AREA DE PATOLOGIA, LABORATORIO DE IMUNOLOGIA.

= = UNIVERSIDADE DE BRASILIA-FACULDADE DE MEDICINA

INFLUENCIA DO TRATAMENTO DE MANUTENGAO COM CORTICOIDE INALATORIO NO
ESTADO DE ATIVAGAO DOS EOSINOFILOS E FUNGAO DOS FAGOCITOS EM CRIANGAS E

ADOLESCENTES PORTADORAS DE ASMA PERSISTENTE.

RESPONSAVEIS: Orientadora: Profa. Dra. Maria Imaculada Muniz Barboza Junqueira ¢ Doutoranda Dra. Carmen Livia
Faria da Silva Martins

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Individuo portador de asma persistente/ou individuo controle normal/menor de idade, com cépia para os pais ou responsaveis).

B, oo . anos de idade, abaixo assinado, pai ou mae ou
responsavel pelo(a) Menor..........cccovcvverieeiiienieciieieeeee e , ......anos de idade, declaro
ter lido ou ouvido o presente documento, e compreendido o seu significado, que informa o
seguinte,para individuos controles normais(1) ou individuos com asma(2):

1. Estou participando de minha livre vontade, de uma pesquisa que usa células do sangue do
meu filho, para comparar com pacientes com pacientes asmaticos, uma vez que ndo
tenho a doenca, sendo feita uma Unica coleta de sangue.

2. Estou participando de minha livre vontade, de uma pesquisa que usa células do sangue do
meu filho para estudar sobre como funcionam com o tratamento que estou recebendo.

3. Serdo realizadas trés coletas: no inicio do tratamento, aos trés meses e aos seis meses;

4. Concordo que seja retirado de 1 a 10 ml de sangue de uma veia do brago dele (a)
utilizando material estéril e descartavel, para obtencdo das células que serdo estudadas.

5. Posteriormente se eu desejar poderei ser informado (a) sobre o resultado do exame que
sera feito no sangue do meu filho (a);

6. Fuiesclarecido (a) que o nome dele (a) ndo serd divulgado.

7. Fuiesclarecido (a) que se eu ndo quiser autorizar a participacdao do meu filho (a) neste
projeto, ele (a) continuara o seu tratamento neste Servico sem prejuizo a sua assisténcia a
salde.

8. Em caso de duvidas poderei entrar em contato com: Dra. Carmen Livia Faria da Silva Martins
pelo celular: 99821162/32749200.

Responsavel:

Testemunha:

Pesquisador:

Brasilia,.......... de oo, de ..oovennnns 20..

Anexo 3
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PROTOCOLO @ME =@@ DERESA

Carmen Livia Faria da Silva Martins
ORIENTADORA: Profa. Maria Imaculada Muniz Barboza Junqueira
Laboratério de Imunologia, Area de Patologia.

Faculdade de Medicina / Universidade de Brasilia

1. Identificagdo: PACIENTE

Registro HUB:

Registro no Ambulatorio:

Data de nascimento: _ / _ / Idade:

Género: Fem (

) Masc( )

Nome:

Filiagdo:

Endereco ¢ telefone:

2. Critérios de Inclusio:

»  Criangas acima de dois anos e adolescentes até 18 anos portadores de asma atendidos no Ambulatério de Asma do Centro de Clinicas Pediatricas

do HUB-UnB originados de demanda interna ou externa.
»  Concordancia dos pais ou responsaveis, ap6s leitura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, em participar da Pesquisa.

3. Critérios de Exclusio:

Neoplasias; Diabetes; Sindrome de Down ou outras sindromes genéticas; Doengas de depositos ou Erros inatos do metabolismo; Doengas da Tiredide;
Doenga Celiaca; Fibrose Cistica; Doengas auto-imunes (ARJ, LES, Dermatomiosite, etc.); Doengas de Base: renal, cardiaca, hepatica); Outras doengas
pulmonares: intersticiais, displasia broncopulmonar; Tuberculose; Aids; Hipo/Agamaglobulinemia; Doen¢a de Crohn; Uso de imunosupressor.

4. Formas Clinicas Associadas Dermatite atopica: € Sim  [] Nao Rinite alérgica: € Sim  [] Nao
Tratamento: Tratamento:

5-Classificacéiio Inicial da Gravidade da Asma (IV Consenso de Manejo da Asma, 2006).

Parimetros INTERMITENTE P.LEVE P.MODERADA P.GRAVE

. € Semanais € Diarios € Diarios ou continuos
8.1.1.1 Sintomas € Raros
diurnos
Despertar noturno € Raros € Mensais € Semanais € Quase didrios
B2 alivio € Raramente € Eventual € Diéria € Diéria
Limitagdo atividades € Nenhuma € Presente nas € Presente nas € Continua
exacerbagdes exacerbagdes
Exacerbagdes € Raras € Afeta atividades e Sono | € Afeta atividades e Sono | € Freqiientes
VEF1 ou PFE € =80% predito € =80% predito € 60-80%predito € =60%predito
Variagdo VEF!1 ou PFE €<20% € <20-30% € >30% € >30%
6. Nivel de Controle do paciente com asma (GINA, 2006).
Parametros Controlada Parcialmente Controlada Nio controlada

Frequéncia de sintomas diurnos

€ <2x/semana

€ > 2x/ semana

Limitagdo para atividades diarias, incluindo exercicios.

€ Ausente

€ Presente

Sintomas noturnos ou despertar por sintomas de asma

€ Ausentes

€ Presentes

Uso de medicamento de alivio

€ < 2vezes/ semana

€ > 2x/ semana

3 ou mais caracteristicas de
parcialmente controlada

Fungédo pulmonar(PEF ou FEV 1) € Normal € <80%
Exacerbagdes € Nenhuma € > 1 por ano
7. ACT=
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8. Tempo de coleta

»  Grupo | (Estudo Transversal): sera realizada uma coleta na consulta de retorno a partir de margo de 2008.

»  Grupo Il (Estudo Longitudinal): Serdo realizadas quatro coletas: uma na primeira consulta, quando for feito o diagnoéstico clinico de
asma e antes de iniciar o uso de corticoide inalatdrio. Uma aos 3 meses de tratamento. Uma aos 6 meses de tratamento e outra
quando o paciente for considerado clinicamente controlado em pelo menos duas consultas consecutivas de retorno (6 meses).

»  Nos dois grupos serdo colhidos Hemogramas no mesmo momento dos demais testes.

9. Contraindicacoes gerais para o dia da coleta:

»  Processo infeccioso febril agudo; Estar em crise de asma;Uso de Gamaglobulina nos ultimos trinta dias.

12 Coleta: __/__/

IDADE: , PESO: ;P , ESTATURA: ; ENN: ;IMC= ; IMC/I/Sexo

Exames: € Hemograma; € Aderéncia de eosindfilos; € Fagocitose; € NBT; € Molécula de superficie; € Citocinas€ Outros:
Avaliacao Clinica: Classificagao Inicial da Asma: € Al; € APL; € APM; € APG.

Intercorréncias: € Sim; € Nao.

Sinais Vitais: FR: _ ;FC: _ -; SpO*: ; Peak-flow: %.

ACT:
MEDICAMENTO:

22Coleta: __/__/

IDADE: , PESO: ;P , ESTATURA: ; ENN: ;IMC= ; IMC/I/Sexo

Exames: € Hemograma; € Aderéncia de eosindfilos; € Fagocitose; € NBT; € Molécula de superficie; € Citocinas€ Outros:
Avaliacao Clinica: Classificagao Inicial da Asma: € Al; € APL; € APM; € APG.

Intercorréncias: € Sim; € Nao.

Sinais Vitais: FR: _ ;FC: _ -; SpO*: ; Peak-flow: %.

ACT:
MEDICAMENTO:

32 Coleta: __/__/

IDADE: , PESO: ;P , ESTATURA: ; ENN: ;IMC= ; IMC/I/Sexo

Exames: € Hemograma; € Aderéncia de eosindfilos; € Fagocitose; € NBT; € Molécula de superficie; € Citocinas€ Outros:
Avaliacao Clinica: Classificagao Inicial da Asma: € Al; € APL; € APM; € APG.

Intercorréncias: € Sim; € Nao.

Sinais Vitais: FR: _ ;FC: _ -; SpO*: ; Peak-flow: %.

ACT:
MEDICAMENTO:
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Anexo 4 - Classificagdo Inicial da Gravidade da Asma (IV Diretrizes Brasileiras de
Manejo da Asma, 2006).

PARAMETROS INTERMITENTE |P.LEVE P.MODERADA P.GRAVE
Sintomas diurnos |€ Raros € Semanais € Diarios € Diarios ou continuos
Despertar noturno |€ Raros € Mensais € Semanais € Quase diarios
B2 alivio € Raramente € Eventual € Diaria € Diaria
Limitacéo € Nenhuma € Presente nas € Presente nas € Continua
atividades exacerbacgdes exacerbacgdes
Exacerbacbes € Raras € Afeta atividades |€ Afeta atividades | €Frequentes
e Sono e Sono
VEF1 ou PFE €=280% predito €=280% predito € 60-80%predito | €=<60%predito
Variagdo VEF1 ou |€<20% €< 20-30% €>30% €>30%

PFE
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Anexo 5 - Classificagdo do Grau de Controle da Asma (Diretrizes Brasileiras para

o manejo da Asma, 2012, adaptado da GINA, 2010)
(*correspondéncia de pontuagao X interpretacédo do ACT).

Parametros

Controlada
*(ACT =25 ,No
Alvo/Controle Total)

Parcialmente

controlada
*(ACT=20-24,No alvo/
Asma bem controlada)

Nao controlada
*(ACT < 20, Fora do
Alvo/Asma nao
controlada)

Frequéncia de sintomas
diurnos

€ <2 x/semana

€> 2x/semana

Limitacdo para atividades |€ Ausente € Presente
diarias, incluindo

exercicios

Sintomas noturnos ou € Ausentes € Presentes

despertar por sintomas
de asma

Uso de medicacao de
alivio

€ <2 x/semana

€> 2 x/ semana

Funcgao pulmonar (PFE  |€ Normal € <80%
ou VEF 1)
Exacerbacoes € Nenhuma € 21 por ano

3 ou mais
caracteristicas da
parcialmente
controlada.
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