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Eosindfilos hipodensos no sangue de pacientes pedidtricos com asma

Hypodense eosinophils in blood of pediatric patients with asthma

Orlei Kantor Junior!, Nelson Augusto Rosario Filho?

Resumo
Objetivo: Determinar o nimero de eosinéfilos hipodensos no
sangue de asmadticos atépicos.

Meétodos: A hipétese inicial era que os eosinéfilos hipodensos,
forma ativada destas células, encontravam-se em ndmero maior em
asmaticos do que em criangas ndo atdpicas.

Os granuldcitos foram separados das células mononucleares
pelo Ficoll-Hypaque.

Através de dilui¢des de Percoll foram criados gradientes de
densidade para fracionamento de eosinéfilos.

Resultados: Os asmaticos tinham eosinofilia significativa (768
+ 75/mcl) comparados aos normais (200 + 28/mcl). A média de
eosinéfilos hipodensos era superior em asmadticos (39%) do que em
individuos normais (11,7%).

Conclusio: Os eosindfilos se acumulam em individuos com
asma, especialmente a forma ativada de baixa densidade, sugerindo
sua participag¢do no processo inflamatdrio alérgico.

J. pediatr. (Rio J.). 1997; 73(1):16-20: eosindfilos, asma, eosi-
nofilia, espirometria, contagem de células sanguineas.

Introducao

O eosindfilo é um granuldcito capaz de fagocitar,
mede 10 a 15 micra de didmetro e apresenta granulagdes
em seu interior, ricas em proteinas alcalinas. As popula-
coes dos eosindfilos sdo heterogéneas e, por meio de
gradientes de densidade, identificam-se células com baixa
densidade chamadas eosinéfilos hipodensos ou “ativa-
dos” e com densidade normal chamadas de eosindfilos
normodensos!~.

O estudo funcional dos eosinéfilos hipodensos (EH)
identificou que hd aumento no metabolismo, nas ativida-
des de quimiotaxia e citotoxicidade em rela¢do aos normo-
densos®®. Apresentam também aumento do nimero de
vdrios receptores de membrana, como a imunoglobulina E

1 Médico pneumopediatra do Hospital de Clinicas - PAG UFPr - Curitiba.
2. Professor Adjunto do Depto. de Pediatria da UFPr - Curitiba.

Abstract
Objective: Determine the number of circulating hypodense
eosinophils in the blood of atopic asthmatics.

Methods: The hypothesis was that hypodense eosinophils, the
activated cells, were higher in asthmatics than in non-atopic chil-
dren.

Granulocytes were separated from mononuclear cells by Ficoll-
hypaque. Gradients of density were generated through dilutions of
Percoll for fractionations of cells.

Results: Asthmatics had blood eosinophilia (768 + 75/mcl)
when compared to normal control (200 + 28/mcl), and higher mean
hypodense eosinophils (39%) as compared to normal children
(11.7%).

Conclusion: Eosinophils accumulate in asthmatic, especially
the low density activated variant, suggesting its active role in the
allergic inflammatory process.

J. pediatr. (Rio J.). 1997; 73(1):16-20: eosinophils, asthma,
eosinophilia, spirometry, blood cell count.

(Fc 1gE), secretam maiores quantidades de proteinas alca-
linas e sdo capazes de produzir maiores quantidades de
leucotrieno C, (LTC4)5’10*11. Os eosindfilos podem ser
ativados “in vitro” pela interleucina-5 (IL-5), pelo fator de
ativagdo plaquetaria (PAF), pela histamina, pelo fator
quimiotdxico para eosinéfilos e outros que resultam em
aumento do nimero de eosinéfilos de baixa densida-
de3:9:12.

Na asma e em outras doengas associadas a eosinofilia,
h4 aumento do nimero absoluto e da percentagem de EH
no sangue periférico. Este aumento também foi verificado
no lavado broncoalveolar de pacientes na fase tardia da
asma, quando submetidos 2 provocacao bronquica com
alérgenos®13-13,

Por meio da técnica de fracionamento celular por
gradientes de densidade com Percoll, avaliamos a porcen-
tagem de EH em sangue periférico. Comparamos os
resultados com o nidmero de leucdcitos, eosinéfilos e
baséfilos de um grupo de asmaéticos.
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Material e Métodos

Foram estudados 43 pacientes asmadticos com idade
média de 11,0 + 0,4 anos (limites: 6 a 16), todos obedecen-
do aos critérios do Consenso Internacional para diagnds-

tico e manejo da asma!l®.

Os pacientes foram selecionados do ambulatério de
Alergia e Imunologia pediatrica do Hospital de Clinicas -
UFPR.

Submetidos ao teste cutineo alérgico de leitura imedi-
ata, com extrato alergénico de D. pteronyssinus (MER-
CK), todos reagiram com papula de diametro médio maior
que 3mm. Os testes de fun¢do pulmonar (Espirometro 9
litros - Warren and Collins Inc.) foram realizados em
todos. Foram coletadas amostras de sangue venoso para
realizagdo do hemograma e avaliacdo dos EH, entre § e 9h.
Trés exames parasitolégicos de fezes foram obtidos previ-
amente.

Para a realiza¢do das espirometrias e da coleta de
sangue, foram suspensas as medicagdes broncodilatadoras
por 12 horas e as drogas antiinflamatérias por 4 semanas.
Todos os pacientes apresentaram aumento igual ou supe-
rior a 10% no volume expiratério forcado no primeiro
segundo (VEF1) quando submetidos a prova broncodila-
tadora com 400 mcg de salbutamol por via inalalatéria
(Aerolin - Glaxo)'6-19.

O grupo controle foi constituido de 18 individuos nao-
atépicos com idade média de 10,8 + 0,4 anos (8 a 15) que
se submeteram as mesmas avaliacdes anteriores, ndo sen-
do encontrados sinais clinicos e laboratoriais de doencas
alérgicas ou parasitarias.

Os hemogramas foram realizados por meio de um
contador modelo D2 (Coulter Eletronics Ltda.). Para a
contagem diferencial de leucdcitos, foram utilizados es-
fregacos em laminas coradas por May-Griinwald e Giemsa
e contagem manual das células em microscépio 6ptico. O
nidmero absoluto de eosindfilos foi obtido multiplicando-
se o percentual de eosindfilos pelo nimero total de leucé-
citos.

Fracionamento dos eosindfilos pela densidade

a. Suspensdo de granuldcitos

O sangue heparinizado (15 ml) foi misturado em um
tubo conico de 50 ml (Corning Inc.) com dextran 4,5% e
tamponado com tris. A sedimentag¢do das hemdcias foi
feita em temperatura ambiente por 45 minutos.

O volume de 7 ml do sobrenadante foi depositado em
um tubo coénico de 15 ml (Corning Inc.) contendo 3 ml da
solucdo de Ficoll-Hypaque (Sigma Co.) e centrifugado
para a formacdo do anel de linfécitos320-21,  Este foi
posteriormente eliminado, permanecendo o botdo celular
de hemacias e granuldcitos, que novamente foi ressuspen-
dido em solugio de Hanks®.

b. Autogeracdo dos gradientes com Percoll

As dilui¢des do Percoll (Pharmacia Fine Chemicals)
com a solucao de Hanks foram adequadas até que a solucao
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final apresentasse uma densidade de 1.084 mg/ml (Picno-
metro - GG) e osmolaridade 270 mOsm/1 (Osmette Preci-
sion Systems)13-22,

Esta solugdo, por meio de ultracentrifugacdo a 16.000
rpm (Beckman Instruments Inc.) formou vdrios gradientes
de densidade. Estes gradientes foram confirmados pela
utilizacdo de um tubo controle contendo marcadores de
densidade (Density marker beads - Sigma Co.) com limi-
tes entre 1.018 a 1.139 g/ml.

Em seguida, 2 ml da suspensdo de granulécitos, prepa-
rada previamente, foi colocada na solugéo de Percoll. A
solugdo foi centrifugada e posteriormente retiradas as
bandas correspondentes?.

As bandas que se formam nas diferentes densidades
foram retiradas individualmente (Tabela 1), diluidas, e as
concentracdes celulares ajustadas em 1 x 10° células/ml
para processamento da lamina em citocentrifuga (Cytos-
pin Shandon Instruments Inc). As 1aminas foram coradas,
procedeu-se 2 leitura e 4 contagem das células®23.

Tabela 1 - Distribuicao das células por meio da autogeracio dos
gradientes por ultracentrifuga¢do com Percoll

Bandas Densidade (g/ml) Celularidade

I 1.018 - 1.063 algumas células

II 1.063 - 1.076 neutréfilos, eos. hipodensos
111 1.076 - 1.088 eos. normodensos

v 1.088 - 1.099 hemdcias

v 1.099 - 1.133 algumas células

Para a anélise estatistica dos dados, foram utilizados os
testes de F para a andlise da variancia e o de Tukey para
avaliacdo entre as médias. No teste de Tukey, letras
diferentes (a, b) indicam PROB.>F < 0,01, ou seja, niveis
de significancia menores que 0,01, quando letras diferen-
tes. O teste de Spearman foi utilizado para avaliacdo de
correlagoes.

Resultados

Foram avaliados 43 pacientes asmadticos e 18 individu-
os nao-atdpicos, pareados para idade e sexo (Tabela 2). A
média de leucéceitos foi de 8.478,0 + 496,5 /mm?> (limites:
3.050 a 20.000) no grupo de asméticos e 7.237,5 + 331,3/
mm3(5.200 a 10.800) no grupo de individuos normais.
Nao houve diferenca significativa entre as médias.

A média de eosindfilos foi 768,0 + 75,0/mcl (100 a
1.830) em asmaticos e 200,1 + 27,9 /mcl (52 a 399) nos
individuos normais. A eosinofilia nos asmaticos foi signi-
ficativamente maior (p< 0,01).
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Tabela 2 - Caracteristicas de idade e sexo da casuistica avaliada

Grupos n Idade (anos) Sexo (M:F)
Normal 18 10,8 a+ 0,4 8:10
(8 -15)
Asma 43 11,0a+ 0,4 24 :19
6-16)

Tukey: N.S. quando letras iguais.
Média + EPM () limites.

Os valores médios de baséfilos foram de 55,0 + 8,1/mcl
(0 a 200) nos asmaticos e 28,1 + 8,7 /mcl (0 a 84) nos
individuos normais. Houve também diferenca significati-
va na contagem dos basdfilos entre os dois grupos (p<
0,01).

Os eosinofilos hipodensos foram calculados em por-
centagens e os resultados apresentados na Tabela 3. A
média de 39,0% (6 a 63) encontrada nos asmaticos foi
significativamente superior 8 média de 11,7% (4 a 29) dos
individuos normais (p< 0,01).

Nos asmadticos, havia correlagdo entre o nimero de
eosindfilos e a porcentagem de EH (r = 0,41, p< 0,005),
indicando uma dependéncia entre eosinofilia no sangue e
ativagdo destas células. Nao houve correlacio entre basé-
filos e EH.

A Figura 1 € uma representacgdo grafica da distribui¢cao
individual das porcentagens de eosindfilos hipodensos
nos asmaticos e no grupo controle. Ha uma superposicao
dos valores mais baixos entre os dois grupos. O maior
valor para normais foi 29%. Entre os asmaticos, 34 (79%)
apresentaram percentual maior que 29%.

Discussao

A asma € uma doencga inflamatoria cronica e reversivel
das vias aéreas. Varios marcadores podem determinar a

Eosinofilos hipodensos no sangue...- Kantor Jr. O, et alli

atividade inflamatdria, entre eles os eosinéfilos periféri-
cos, os eosinéfilos hipodensos e seus mediadores!-2->-21.24,
Algumas técnicas podem ser utilizadas para a separagdo de
eosinéfilos por gradientes de densidade. O grau de pureza
na separacdo dos eosinéfilos é menor com a técnica,
usando metrizamida em relacdo a técnica com Percoll*22,
Atualmente, a técnica de separacdo por meio de anticor-
pos monocionais, utilizando separadores imunomagnéti-
cos, preconizada por Hansel e cols.29, propicia maior
pureza, independente da concentragdo dos eosinéfilos no
sangue periférico.
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Figura 1 - Distribui¢ao dos eosinéfilos hipodensos nos indivi-
duos normais (N) e pacientes asméticos (A)

Tabela 3 - Resultado das contagens celulares e percentagens de eosindfilos hipodensos. Valores

expressos em média e erro padrdo

Grupos n Leucécitos Eosinoéfilos Basoéfilos Eos. Hipodensos
(mm) (mcl)
Normal 18 7.237,5 a + 331,3 200,1 a+27,9 282a+8,7 11,7a+14
(5.200 - 10.800) (52 -399) (0-84) 4-29)
Asma 43 8.478,0 a + 496,5 768,0b+ 750 550b+8,1 39,0b+ 2,2
(3.050 - 20.000) (100 - 1830) (0 - 200) (6 - 63)
() limites. Teste de Tukey: p < 0,01 quando letras #

N.S. quando letras =
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Com os trabalhos de Busse e cols.319 aliados aos de
Gleich e cols.21423 ¢ de Venge e cols.2420 demonstrou-se
que os asmadticos apresentam uma maior populagdo de
eosin6filos hipodensos, capaz de liberar proteinas alcali-
nas fortemente bésicas (pH = 11) de seus granulos como a
proteina catidnica eosinofilica (ECP) e proteina alcalina
principal (MBP). Com isto, formulou-se a hipétese de que
esta degranulagdo seria responsdvel pela menor densidade
destas células?’.

A média de 39% de EH foi encontrada nos pacientes
asmaticos e 11 % nos individuos normais (Tabela 3). Shult
e cols.8 encontraram 41%, enquanto Fukuda e cols.21:23
encontraram 35% destas células em grupos de pacientes
asmdticos avaliados. Kloprogge e cols.> encontraram
65% de eosinéfilos hipodensos nos pacientes estudados.
Nos grupos controles, Frick e cols.!d encontraram percen-
tagens médias inferiores a 10 %, enquanto Shult e cols.®
encontraram 18% de eosinéfilos hipodensos.

Os valores encontrados para eosindfilos nos pacientes
asmaticos e individuos normais foram maiores que os
relatos de literatura. Shult e cols.8 encontraram a média de
457 + 57/mm3 nos pacientes asmdticos e 107 + 10/mm?3
nos individuos normais. Fukuda e cols.2!23 encontraram
446/mm?3 (175 a 1153) nos pacientes asmaticos e 116/mm3
(80 a 155) em individuos normais. Chama atencdo que
estes autores também ndo encontraram aneosinofilia nos
individuos do seu grupo controle.

A correlagdo entre eosindfilos e eosindfilos hipoden-
sos (r= 0,41, p< 0,005), no grupo de pacientes asmaticos
encontrada em nossa pesquisa, foi maior que os valores
encontrados por Fukuda e cols.23 (r=0,32, p<0,01) emum
grupo de 10 pacientes estudados. Os valores foram expres-
sos na Figura 22123,

Os leucécitos ndo apresentaram diferencas significati-
vas entre as médias. Encontramos valores semelhantes
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aos encontrados por Shult e cols.®, que obtiveram a média
de 6.486 + 412/mm? no grupo de pacientes asmaticos e
5531 + 334/mm? nos individuos normais.

A avaliacdo dos eosinéfilos hipodensos como marca-
dores da atividade inflamatéria na asma é uma técnica
laboriosa, mas importante para o entendimento de parte do
mecanismo de doenca. A baixa densidade estd relacionada
a ativacdo, degranulacdo dos eosinéfilos e liberacdo de
substéncias alcalinas como a proteina catidnica eosinofi-
lica (ECP), por n6s previamente estudada como marcador
de gravidade da asma.

A fase tardia na asma, mediada principalmente por
eosindfilos, pode ocorrer 6 a 8 horas apds o contato com o
antigeno, produz predominio de inflamag@o e dano epite-
lial nas vias aéreas. Este processo inflamatério ou de
hiper-reatividade bronquica deve ser compreendido, ava-
liado e tratado corretamente, porque ele estd ligado a
degranulagdo dos eosinéfilos.

A determinacdo destes marcadores, realizados em la-
boratérios clinicos ou de pesquisa, poderia auxiliar melhor
pediatras e clinicos na avaliac@o e terapéutica dos seus
pacientes.

Conclusoes

A técnica de fracionamento dos eosinéfilos pela den-
sidade, por meio da solucdo de Percoll, avaliou as porcen-
tagens de EH. Demonstramos haver diferencas significa-
tivas entre os resultados obtidos entre asmadticos e indivi-
duos normais. Houve uma relacio entre eosinofilia peri-
férica e a percentagem de eosinéfilos hipodensos, de-
monstrando que estas células funcionam como marcado-
res para avaliar a atividade inflamatdria na asma. Outros
estudos se fazem necessarios em nosso meio para avalia-
cdo destas células em relacdo a aspectos clinicos, labora-
toriais e terapéuticos na asma.
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Figura 2 - Correlagdo entre a porcentagem de eosinéfilos hipodensos com eosinéfilos em sangue
periférico nos pacientes asmaticos. Avaliacdo pelo método ndo-paramétrico de Spearman
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