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Assessment of inflammation based on the release of

oxygen radicals by granulocytes in chronic uncontrolled

asthma

Avaliação da inflamação com base na liberação de radicais oxidantes por
granulócitos na asma crônica não-controlada

Cristina F. Sartorelli1, Jussara Rehder2, Antonio Condino Neto3, Maria Marluce S. Vilela4

Resumo

Objetivo: Avaliar a liberação espontânea de ânion superóxido
por granulócitos de sangueperiférico depacientes comasmacrônica
não-controlada antes e após corticoterapia e de indivíduos sadios.

Métodos: Foram estudados 32 pacientes entre 6 e 18 anos
(média 12,04 anos) e 29 indivíduos sadios como grupo de
comparação.Ospacientes foramagrupadosdeacordo comovolume
expiratório forçadonoprimeiro segundo:grupo I, volumeexpiratório
forçado no primeiro segundo entre 60 e 80%, 19 pacientes; e grupo
II, volume expiratório forçado no primeiro segundo = 60%, 13
pacientes. A liberação espontânea de superóxido por granulócitos,
medida por espectrofotometria utilizando superóxido dismutase, foi
avaliada nos pacientes antes e após o tratamento com prednisona
por via oral e beclometasona, budesonida ou fluticasona
administradas por via inalatória. Na análise estatística foram
utilizados os testes de análise de variância, Tukey e de Wilcoxon.

Resultados: Comparando-se a liberação de ânion superóxido
por granulócitos dos pacientes asmáticos e indivíduos sadios
observamosquea liberação foimaiornosasmáticosnão-controlados
do grupo II (p < 0,05). Avaliando-se a liberação de superóxido pelas
células dospacientes antes eapósa terapia comcorticosteroideuma
diminuição significativa foi observada apenas no grupo I.

Conclusão: O impacto dos glicocorticoides sobre a modulação
da inflamaçãoocorreunos indivíduosasmáticosnão-controladoscom
volume expiratório forçado no primeiro segundo entre 60 e 80%.
Naqueles com volume expiratório forçado no primeiro segundo= 60
não foi observada essa modulação, havendo necessidade de mais
estudosparaavaliaro impactode tal achadonospacientesasmáticos.
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superóxido, granulócitos, asma, criança, adolescente.

Abstract

Objective:Toevaluate spontaneous releaseof superoxideanion
byperipheral bloodgranulocytes of atopic patientswithuncontrolled
asthma undergoing glucocorticoid therapy and of healthy subjects.

Methods:We studied 32 patients, aged 6 to 18 (mean 12.04),
and 29 healthy subjects as a comparative group. Patients were
grouped according to the forced expiratory vital capacity in the first
second.Group I, forced expiratory vital capacity in the first secondof
between60and80%,had19patients, andgroup II, forcedexpiratory
vital capacity in the first second=60%,had13patients.Spontaneous
superoxide release by granulocytes was measured by a
spectrophotometer method based on superoxide dismutase, before
and after oral prednisone and beclomethasone, budesonide or
fluticasone inhaled therapy. Statistical analyses were performed
using ANOVA, Wilcoxon and Tukey tests.

Results: Comparing the superoxide anion release by
granulocytesofasthmaticpatientsandhealthysubjects,weobserved
a higher release by cells of the uncontrolled patient group II (p <
0.05). Evaluating the superoxide release by cells of asthmatic
patients before and after steroid therapy, a significant decrease was
found only in patient group I.

Conclusion: The impact of corticosteroids on inflammatory
modulation occurred in the uncontrolled asthmatics with forced
expiratory vital capacity in the first second between 60 and 80%. In
those with forced expiratory vital capacity in the first second of =
60%, this findingwasnot observed. Further studies are necessary to
evaluate the effect of this finding on asthmatic patients.

J Pediatr (Rio J). 2009;85(2):143-148: Corticosteroids, superoxide
radical, granulocytes, asthma, children, adolescents.
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Introdução

A asma é uma doença inflamatória crônica commúltiplos

fenótipos. A inflamação das vias aeríferas na asma alérgica é

mediada pelas células auxiliares tipo 2 (Th2) efetoras especí-

ficas para proteínas inócuas, aeroalérgenos, do ambiente1.

No Brasil, a despeito da tendência de redução, a prevalência

de sintomas de asma ainda é uma das maiores da América

Latina2.

A exposição frequenteaosaeroalérgenosmantémas célu-

las Th2 de memória ativadas e induz à disfunção crônica do

sistema imune, resultando em processo inflamatório persis-

tente. A ativaçãodeeosinófilos, basófilos, neutrófilos emonó-

citos e sua interação comcélulas residentes levamà liberação

de mediadores farmacológicos e imunológicos pró-

inflamatórios, incluindoespécies reativas deoxigênio3. Desde

o nascimento, a ontogenia do sistemaNADPH oxidase de leu-

cócitos, síntese de ânion superóxido e atividade microbicida,

é semelhante ao indivíduo adulto4. Os radicais oxidantes

levam à injúria aguda das células e tecidos através da pero-

xidação lipídica e da oxidação proteica e da liberação de

mediadores endógenos, especialmente os metabólitos do

ácido aracdônico, ativam ainda o fator nuclear de transcrição

?B (NF-?B) eaproteínaativadora-1 (AP-1) amplificandoa res-

posta inflamatória5.

Estudos prévios demonstram que eosinófilos6, neutrófi-

los7 e monócitos8 de sangue periférico, assim como leucóci-

tos de vias aeríferas de pacientes asmáticos liberam grandes

quantidades de espécies reativas de oxigênio, principal-

mente durante os períodos de exacerbação da doença9.

Observaram também correlação direta entre produção de

ânion superóxido por neutrófilos de sangue periférico e gra-

vidade, progressão e duração da doença7.

Embora a inflamação seja a principal característica fisio-

patológica da asma, os métodos convencionais para classifi-

car a doença e avaliar a resposta ao tratamento não incluem

uma medida direta da inflamação. No entanto, especial-

mente na infância, omanejo dopaciente asmático fundamen-

tado apenas nos sintomas e na função pulmonar pode ser

equivocado, já que a percepção dos sintomas e sua correla-

ção com a função pulmonar são variáveis10,11. Além desses

aspectos, é relevante considerar que as alterações na função

pulmonar poderão ser permanentes, devido ao remodela-

mento damucosa brônquica. Tal teste passa a não ser o ade-

quado para avaliação da resposta terapêutica12. Sob essas

circunstâncias, fica clara a necessidade do uso de ummarca-

dor de inflamação na avaliação e acompanhamento do

paciente asmático.

Anatureza invasiva dabiópsia pulmonar e do lavadobron-

coalveolar torna esses métodos inaceitáveis para avaliação

da inflamação. Na análise do muco espontâneo ou induzido

por solução salina, o número de eosinófilos, níveis de prote-

ína catiônica eosinofílica, leucotrieno E4 e RANTES

encontram-se aumentados em pacientes com asma pouco

controlada e melhoram após o tratamento13. Embora esse

método seja promissor, é de difícil execução. Recentemente,

a dosagem de radicais intermediários do oxigênio (ROI)14 e a

medida da fração de óxido nítrico no ar exalado (FeNO) estão

sendoutilizadas comométodosnão-invasivos de avaliaçãoda

inflamação de vias aéreas15.

Os objetivos do nosso estudo foram: comparar a libera-

ção de ânion superóxido por granulócitos de sangue perifé-

rico de pacientes atópicos com asma não-controlada,

classificados de acordo com o grau de obstrução de vias aerí-

feras determinado pelo volume expiratório forçado no pri-

meiro segundo (VEF1) comade indivíduos sadios e investigar

os efeitos terapêuticos dos glicocorticoides administrados por

via oral e via inalatória, sobre a liberação de ânion superóxido

desses grupos de pacientes.

Métodos

Indivíduos

Os pacientes foram recrutados no ambulatório de Alergia

e Imunologia Pediátricas do Hospital de Clínicas da Universi-

dade Estadual de Campinas (UNICAMP). O estudo iniciou-se

em março de 2001 e foi concluído em julho de 2004. Inicial-

mente, foram selecionados 41 indivíduos atópicos com asma

persistente classificada como leve em 18 indivíduos, mode-

rada em 17 e grave em seis indivíduos. Os critérios de inclu-

são foi apresentar asma não-controlada caracterizada pela

presença de sintomas e exacerbações frequentes, VEF1 basal

< 80%, limitação na atividade física e necessidade habitual

de beta2-agonistas1. Por essa razão, nove indivíduos com

asmapersistente leve foramexcluídos do estudo. A idade dos

pacientes variou entre 6 a 18 anos (média ± desvio padrão

12,04±2,47 anos). O diagnóstico de asma foi estabelecido

para cada paciente baseado nos sintomas e na reversibili-

dade da obstrução de vias aéreas1. Atopia foi caracterizada

pelo antecedente familiar de rinite, asma ou dermatite ató-

pica, testes cutâneos de leitura imediata positivos para aero-

alérgenos domiciliares e níveis elevados de IgE sérica. Para o

teste cutâneo, foram utilizados extratos alergênicos (IPI-

ASACdoBrasil) para:Dermatophagoides pteronyssinus,Der-

matophagoides farinae, Blomia tropicalis, Blatella germânica,

Canis familiaris, Felis domesticus, fungos I e II, epitélio de

cão, epitélio de gato, histamina e controle negativo. Durante

o estudo não houve evidências clínicas de asma desencade-

ada por processos infecciosos. O VEF1 foi usado para classifi-

car os pacientes em dois grupos: grupo I, composto por 19

pacientes com VEF1 entre 60 e 80% do previsto; e grupo II,

composto por 13 pacientes com VEF1 = 60% do previsto. O

grupo de comparação foi formado por 29 indivíduos sadios

sem história clínica de atopia com idade entre 25 e 40 anos.

O tratamento comcorticosteroides sistêmico e tópico ina-

latório seguiu as recomendações do Global Initiative for

Asthma (GINA)1. Todos os pacientes foram submetidos a um

144 Jornal de Pediatria - Vol. 85, Nº 2, 2009 Radicais oxidantes e asma não controlada - Sartorelli CF et al.144



curso de prednisona por via oral na dose de 2mg/kg/dia, com

máximo de 60 mg associado ao uso de beta2-agonistas de

curta duração, durante 7 dias e, em seguida, mantidos sob

corticoterapia por via inalatória. Quandonecessário, ao longo

do estudo, foram administrados aos pacientes beta2-

agonistas de ação curta ou longa. A avaliação por espirome-

tria e liberaçãodeânion superóxidodegranulócitos de sangue

periférico dos pacientes foi realizada imediatamente antes e

após a corticoterapia oral, e simultaneamente ao corticoide

por via inalatória. Dez (52%) pacientes do grupo I foramava-

liadosapós1semanade terapia comprednisonaenove (48%)

após corticosteroide tópico inalatório por um período médio

de 2,4 meses. Nove (70%) pacientes do grupo II foram ava-

liados após 1 semana de terapia com prednisona e quatro

(30%) avaliados após o uso de corticosteroide tópico inalató-

rio por um período médio de 4,7 meses. No grupo I, dose

moderadadebudesonida foi prescrita para umealta para três

indivíduos; dose alta de propionato de fluticasona para dois e

de dipropionato de beclometasona para três indivíduos. No

grupo II, dose alta de budesonida foi prescrita para quatro

pacientes.

Consentimento informado por escrito foi outorgado pelos

pais ou responsáveis pelos pacientes no início do estudo, e o

protocolo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da

Faculdade de Medicina de acordo com a convenção de

Helsinki.

Isolamento dos granulócitos

Granulócitos foram isolados deamostras de10mLde san-

gue periférico por centrifugação em Ficoll-Hypaque (Hysto-

paque®1119)16. As células foram lavadas três vezes com

solução salina balanceada de Hanks, e a contagem final de

granulócitos foi ajustada para 2x107 células mL-1. A viabili-

dade celularmedida por exclusão pelo Azul de Tripan foi supe-

rior a 90%.

Produção de ânion superóxido

A liberação espontânea de superóxido foi avaliada pelo

método espectrofotométrico baseado na inibição da redução

do citocromo-C pela superóxido-dismutase de acordo com

McCord & Fridovich17, previamente modificado18. No dia do

experimento, granulócitos foram incubados emsolução salina

balanceada de Hanks contendo citocromo-C (50 µM), e na

metadedos tubos foi acrescentado superóxido-dismutase (60

U/mL). A absorbância ótica (550 nm) do sobrenadante foi

medida em 0, 5, 15, 25, 45 e 60 minutos do início do experi-

mento. A quantidade de ânion superóxido foi calculada

utilizando-se coeficiente de extinção de 21.100 M-1 cm-1 e

expressos em nanomoles (nmol) de superóxido por 106

células.

Análise estatística

A análise de variância para medidas repetidas (ANOVA)

foi um teste inicial realizado para avaliar se havia diferenças

entre os grupos. O teste de Tukey foi utilizado para comparar

a quantidade de superóxido liberada pelas células dos indiví-

duos sadios com os dois grupos de pacientes, pré e pós trata-

mento. O teste de Wilcoxon para amostras relacionadas foi

usado para a comparação da liberação de ânion superóxido e

valores de VEF1 dos pacientes antes e após o tratamento com

corticosteroides. Os resultados do estudo cinético de libera-

ção de superóxido foram expressos em média ± desvio

padrão. Para as análises, p < 0,05 foi considerado estatisti-

camente significativo19.

Resultados

A Tabela 1 mostra as características das crianças e ado-

lescentes asmáticos e grupo de comparação. O grupo con-

trole foi constituído por 29 indivíduos, 17 masculinos e 12

femininos, commédia de idade 30,4±2,63 anos.

O VEF1 médio dos pacientes asmáticos antes da cortico-

terapia foi de 70±5,3% para o grupo I e 44,62±9,4% para o

grupo II. As diferenças no VEF1médio antes e após corticote-

rapia foram de 14,5% para o grupo I (p = 0,002 teste deWil-

coxon) e 28% para o grupo II (p = 0,011 teste de Wilcoxon)

(Figura 1).

O teste cutâneo de leitura imediata comaeroalérgenos foi

positivo para antígenos doDermatophagoides pteronyssinus

em todos os pacientes, seguido peloDermatophagoides fari-

nae com positividade em 80% em cada um dos grupos e pelo

Blomia tropicalis positivo em 8 (42%) pacientes do grupo I e

5 (38%) do grupo II.Blatella germânica,Canis familiaris, Felis

Tabela 1 - Características dos pacientes asmáticos

Grupo I (n = 19) Grupo II (n = 13)

Gênero (masculino/feminino) 10/9 8/5

Idade (anos) 11,7±2,44 11,5±2,85

VEF1* 70,0±5,33 44,6±9,35

História familiar de atopia 11 9

IgE UI/mL* 1.693±1.276 (19) 1.927±1.381 (8)

IgE = imunoglobulina tipo E; VEF1 = volume expiatório forçado no primeiro segundo.
* Valores expressos emmédia ± desvio padrão.
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domesticus, e fungos I apresentarampositividadede20%em

ambos os grupos.

Aumento da liberação espontânea de superóxido

por granulócitos de asmáticos não-controlados do

grupo II

Aavaliação inicial da liberação espontânea de ânion supe-

róxido por granulócitos dos grupos de asmáticos e controles

demonstrouapresençadediferença significativaentreosgru-

pos (p= 0,007, ANOVA). A comparação da liberação de ânion

superóxido por células de indivíduos sadios com asmáticos

do grupo I e do grupo II separadamente demonstrou que,

antes da corticoterapia, asmáticos do grupo II (VEF1= 60%)

liberaram quantidades significantemente maiores de ânion

superóxido aos 25, 45 e 60 minutos de incubação (p < 0,05

teste de Tukey) (Figura 2). Após o tratamento com corticos-

teroides, os valores de ânion superóxido liberados por asmá-

ticos do grupo II e grupo controle foram similares.

Não houve diferença estatística entre a liberação espon-

tânea de ânion superóxido por asmáticos do grupo I (60% <

VEF
1
< 80%) e indivíduos sadios antes ou após a

corticoterapia.

Redução da liberação espontânea de ânion

superóxido por granulócitos de asmáticos do grupo

I após corticoterapia

A comparação da liberação espontânea de ânion superó-

xido por granulócitos de asmáticos do grupo I (60%<VEF1<

80%), antes e após corticoterapia (teste de Wilcoxon para

amostras relacionadas), mostrou uma redução significativa

aos 15 (p = 0,027), 25 (p = 0,001), 45 (p = 0,001) e 60 (p =

0,001)minutos de incubação (Figura 3). Para os pacientes do

grupo II (VEF1 = 60%), após a corticoterapia, houve uma

redução não-significativa na liberação de superóxido.

Discussão

Oaumento da liberação de ânion superóxido por granuló-

citos de sangue periférico de asmáticos não-controlados

encontrado no presente estudo confirma nossos resultados

prévios20. A correlação entre o estado da doença asmática, a

produção exagerada de espécies reativas de oxigênio por

células inflamatórias e um desequilíbrio entre sistemas oxi-

dante e antioxidante foi relatada por diversos autores6,14.

Alterações características da asma, como desnudamento do

epitélio, hiper-reatividade brônquica e aumento da secreção

de muco podem ser produzidas pela ação das espécies reati-

vas de oxigênio, confirmando sua participação na fisiopatolo-

gia da asma5.

Glicocorticoides são os anti-inflamatórios mais potentes

para o tratamento da asma crônica. No entanto, o efeito da

corticoterapia sobreosmarcadoresda inflamaçãodeviasaerí-

feras se mostra variável. Majori et al. demonstraram que

monócitos de asmáticos tratados com um curso de corticos-

teroide por via oral ou inalatória liberaram menos ânion de

VEF1= volume expiratório forçado no primeiro segundo.

Figura 1 - Comparação do VEF1médio de asmáticos dos grupos I
(60% < VEF1 < 80%) e II (VEF1 = 60%) antes e após
corticoterapia

VEF1= volume expiratório forçado no primeiro segundo.

Figura 2 - Valores médios da liberação de ânion superóxido por
granulócitos de asmáticos dos grupos I (60%< VEF1<
80%) e II (VEF1 = 60%) antes da corticoterapia e indi-
víduos sadios

VEF1= volume expiratório forçado no primeiro segundo.

Figura 3 - Valores médios da liberação de ânion superóxido por
granulócitos de asmáticos do grupo I (60% < VEF1 <
80%) antes e após corticoterapia
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superóxido do que os pacientes não-tratados. No entanto,

naqueles córtico-dependentes não houve essa diferença21.

Em estudo envolvendo pacientes com asma de difícil con-

trole, sob tratamento com corticosteroide por via oral, Stir-

ling et al. observaram um subgrupo que mantinha FeNO

elevada e evolução clínica desfavorável22. Em pacientes com

asma moderada, La Grutta et al. evidenciaram uma correla-

ção entre altos níveis de GM-CSF (granulocyte-macrophage

colony-stimulating factor), IL-8, fator nuclear kappa B (KB) e

FeNO commaior número de exacerbações e declínio no VEF1,
demonstrando a persistência da inflamação apesar do uso de

altas doses de corticosteroides23.

Após corticoterapia, embora os pacientes dogrupo I (60%

< VEF1 < 80%) apresentassem melhora clínica e queda sig-

nificativa na liberação de anion superóxido, apenas 64% dos

indivíduos atingiram valores normais de VEF1. Essa reversi-

bilidade incompleta da obstrução de vias aéreas foi também

encontrada por Bisgaard, que analisou o efeito da corticote-

rapia prolongada por via inalatória sobre a função pulmo-

nar24. Pode-se sugerir como responsáveis por tal resultado a

presença de remodelamento de vias aeríferas, onde a ação

dos corticosteroides é questionável12 e, ainda, o efeito posi-

tivo rápido dos corticosteroides sobre osmarcadores inflama-

tórios e mais tardio sobre a função pulmonar25.

Outro aspecto importante do presente estudo foi a ausên-

cia do efeitomodulador da corticoterapia sobre a liberação de

anion superóxido nos pacientes commaior grau de obstrução

de vias aeríferas (VEF1=60%). Esse resultado pode refletir a

diversidade nos padrões de inflamação de mucosa brôn-

quica, eosinofílico, neutrofílico,misto ou paucigranular, iden-

tificados em asmáticos crônicos, os quais influenciam na

resposta aos corticosteroides26.

Vários estudos em crianças mostram correlação entre

FeNO, inflamação eosinofílica no sangue periférico e muco

induzido avaliado por lavado broncoalveolar e por biópsia

endobrônquica27,28. Tais resultados estimularam a publica-

ção conjuntapelasAmericanThoracicSocietyeEuropeanRes-

piratory Society da padronização da medida de FeNO em

crianças, confirmando a necessidade de se avaliar a

inflamação29.

Nós confirmamos resultados anteriores21-25,30 de que os

glicocorticoides contribuempara a restauração do estado oxi-

dativo normal dos granulócitos de sangue periférico emelho-

ram a obstrução de vias aéreas em pacientes com VEF1 entre

60 e 80%. Emcontraste, granulócitos de asmáticos comVEF1
=60%não retornamao seu estado oxidativo normal, embora

se estabeleça aumento doVEF1 emelhora dos sintomas.Nos-

sos resultados mostram que há um subgrupo de pacientes

com asma crônica não-controlada que pode apresentar

melhora dos sintomas e da obstrução brônquica após a tera-

pia com corticosteroides e manter níveis elevados de libera-

ção de anion de superóxido por granulócitos. Nesse subgrupo

de pacientes, há manutenção da inflamação e consequente-

mente necessidade de outras medidas terapêuticas para se

alcançar melhor prognóstico. Outros estudos com ampliação

do tamanhoda amostra e umseguimento clínicomais prolon-

gado dos pacientes com asma persistente não-controlada e

VEF
1
= 60% são necessários para julgar a implicação defini-

tiva de tais achados na evolução da doença.
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