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RESUMO

Base tedrica: a asma é uma doenca heterogénea, caracterizada pela inflamacao
crbnica das vias aéreas inferiores. O processo inflamatorio esta associado a hiper-
responsividade bronquica, tendo como consequéncia, episédios recorrentes de
sibilancia, tosse, dispneia e opressao toracica. A doenca atinge em torno de 300
milnbes de pessoas no mundo, sendo considerada uma doenga com elevada
prevaléncia, principalmente na populagéo infantil. A inflamag&o crénica presente nas
vias aéreas de individuos com asma é complexa e envolve um conjunto de células
provenientes do sistema imunologico, incluindo linfécitos T, granulécitos, células
epiteliais, entre outras. Os granuldcitos sao considerados células fundamentais para
sustentar a inflamacgdo. Os neutrofilos e os eosindfilos apresentam caracteristicas e
fungbes diferentes para a resposta imune na asma. Ambos liberam uma variedade
de mediadores que contribuem para inflamac&o crénica e alteracfes na estrutura
das vias aéreas, com estimulos externos. Neste contexto, foi demonstrado que os
neutroéfilos e eosindfilos, apds ativacdo, sao capazes de liberar “armadilhas” de DNA
extracelular com proteinas especificas, que combatem agentes patogénicos
extracelularmente. Por outro lado, é possivel que essas “armadilhas” de DNA
contribuam para a imunopatologia em doencas inflamatérias crbnicas, como na
asma. Portanto, recentemente, foi identificado que neutréfilos e eosindéfilos geram
redes extracelulares de DNA nas vias aéreas de asmaticos adultos.

Objetivo: verificar se existe formacdo de redes extracelulares de DNA com a
presenca de células inflamatérias em amostra de escarro de criancas e

adolescentes com asma.

Métodos: nosso estudo transversal selecionou criancas e adolescentes com asma,
entre 6 e 18 anos de idade, em acompanhamento regular em um centro de
referéncia do sul do Brasil. Foram coletados dados relativos a funcao pulmonar
(espirometria), teste cutaneo para alérgenos, e escarro induzido para identificacao
do perfil de células inflamatorias, formacdo das redes extracelulares de DNA, e
quantificacdo do DNA extracelular. Para a visualizagédo das redes extracelulares de
DNA, as células foram coradas com Hoechst 33342. As imagens foram capturadas

em microscopio confocal de fluorescéncia.



Resultados: foram incluidos 18 criangas e adolescentes, sendo 13 com asma grave
e 5 nao grave. Destes, 17 (94,4%) obtiveram o teste cutaneo positivo para algum
tipo de alérgenos e todos apresentaram funcdo pulmonar dentro dos limites da
normalidade. Os pacientes com perfil de células inflamatérias (7,12 [4,41-45,23])
obtiveram um aumento significativo (p=0,01) nas concentracées extracelulares de
DNA quando comparados com pacientes com perfil pauci-granulocitico (2,31[1,47-
3,56]). Os niveis de DNA extracelular correlacionaram-se positivamente (r=0,73; p=0,
0004) com as células granulociticas totais no escarro destes pacientes. Do mesmo
modo, houve uma correlacdo positiva entre o DNA extracelular com a contagem
absoluta de neutrdfilos (r=0,71; p=0,008) e contagem absoluta de eosindfilos (r=0,69;

p=0,0013) nas amostras de escarro.

Conclusao: nossos resultados mostram a presenca de redes extracelulares de DNA
no escarro com padrdo inflamatério em criangas e adolescentes com asma
sugerindo que estas redes sao liberadas por células granulociticas, especificamente

neutrofilos e eosinofilos.

Palavras-chave: asma; rede extracelular de DNA; inflamacgéo; escarro; NETs; EETSs.



ABSTRACT

Background: asthma is a heterogeneous disease characterized by chronic
inflammation of the lower airways. The inflammatory process is associated with
bronchial hyperresponsiveness, resulting in recurrent episodes of wheezing,
coughing, dyspnea and chest tightness. Asthma affects around 300 million people
worldwide, with high prevalence, mainly in children. Chronic inflammation in the
airways of patients with asthma is complex and involves a range of cells from the
immune system, including T lymphocytes, granulocytes, epithelial cells, among
others. Granulocytes are considered key cells to maintain inflammation. Neutrophils
and eosinophils have different characteristics and functions for the immune response
in asthma. Both type of cells release a variety of mediators that contribute to chronic
inflammation and changes in the structure of the airways, secondary to external
agents. In this context, it was demonstrated that after activation neutrophils and
eosinophils are able to release extracellular DNA "traps" with specific proteins that kill
extracellular pathogens. On the other hand, it is possible that these DNA "traps"
contribute to immunopathology in chronic inflammatory diseases, such as asthma.
Therefore, it has recently been shown that neutrophils and eosinophils generate
extracellular DNA traps in the airways of asthmatics, possibly contributing to tissue

damage.

Objective: to verify whether there is extracellular DNA traps and the presence of

inflammatory cells in sputum samples of children and adolescents with asthma.

Methods: this cross-sectional study selected children and adolescents with asthma,
between 6 and 18 years of age, in a regular follow-up at a reference center from
southern Brazil. We have performed lung function (spirometry), allergen skin test,
and induced sputum to identify the inflammatory cells profile, formation of
extracellular DNA traps, and quantification of extracellular DNA. To visualize the
extracellular DNA traps, the cells were stained with Hoechst 33342. The images were

captured on a fluorescence confocal microscope.

Results: 18 children and adolescents were included, 13 with severe asthma and 5
with non-severe asthma. Of these, 17 (94.4%) had a positive skin test for some type

of allergens and all patients presented pulmonary function within the limits of



normality. Patients with inflammatory cell profiles in sputum (7,12 [4,41,45,23])
showed a significant increase (p = 0.01) in extracellular DNA concentrations
compared to patients with pauci-granulocytic profile (2.31 [1.47-3.56]). The
extracellular DNA levels correlated positively (r = 0.73, p = 0.004) with the total
granulocytic cells in the sputum of these patients. Likewise, there was a significant
positive correlation between extracellular DNA and absolute sputum neutrophil
counts (r = 0.71, p = 0.008) and absolute sputum eosinophils counts (r = 0.69; p =

0.0013) in the sputum samples.

Conclusion: Our results show the presence of extracellular DNA traps in sputum
with inflammatory pattern of children and adolescents with asthma suggesting that
these traps are released by granulocytic cells, specifically neutrophils and

eosinophils.

Key words: asthma; DNA extracellular trap; inflammation; sputum; NETs; EETSs.
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1. INTRODUCAO

A asma €& uma doenca respiratoria obstrutiva crénica, com elevada
prevaléncia na populacao infantil, sendo considerada uma das doencas de maior
causa de hospitalizacdées no mundo. Segundo dados da Organizagcdo Mundial da
Saude (OMS), cerca de 300 milh6es de pessoas no mundo sdo acometidas pela
doenca, com importante comprometimento da qualidade de vida, e elevada

mortalidade (250 mil pessoas/ano no mundo) (1, 2).

A inflamacéo crbnica presente em individuos asméaticos € complexa e resulta
de interacbes entre multiplas células inflamatérias, citocinas e mediadores celulares.
Entre as varias células que contribuem para o processo inflamatério na asma, os
eosinofilos, os macrofagos, os neutrofilos e os linfocitos exercem um papel central

na fisiopatogenia da doenca (3, 4).

Sabe-se que os linfocitos participam da resposta imune adaptativa da asma,
através das células T. Essas células apresentam um papel essencial na iniciacao e
regulacdo da resposta inflamatoria, ativando outras células mediante a secrecao de
citocinas. Diante disso, a asma pode apresentar resposta imune mediada por
linfécitos do tipo Thl, Th2, Thl7 e Treg, que atuam de forma diferente no

desenvolvimento da doenca (5, 6).

A atuacdo dos eosinofilos nas vias aéreas de pacientes asmaticos tem um
papel importante, uma vez que estas células sdo estimuladas e recrutadas para o
tecido pulmonar, liberando proteinas citotoxicas que geram danos ao tecido epitelial
do pulméao (7-9). Enquanto isso, a atuacédo dos neutréfilos também tem sido relatada
como papel importante na asma, secretando mediadores pré-inflamatorios (10, 11).
Nesse contexto, tem sido descrito um novo mecanismo eficiente na defesa do
hospedeiro utilizado por células inflamatorias, principalmente por neutrofilos e
eosinofilos, no combate a infeccbes (12-14). Durante o processo inflamatorio, os
granulécitos liberam redes extracelulares de DNA, particularmente associado a
apoptose celular. A formagéo das redes extracelulares de DNA participa do combate
a infeccbes bacterianas e outros patdégenos (15). Apesar das propriedades

vantajosas dessas redes de DNA, sua producao excessiva tem sido demonstrada
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em varias condi¢des inflamatérias, desencadeando inflamacéo e dano ao tecido
(16). Além disso, as redes extracelulares de DNA foram identificadas em algumas
doencas pulmonares, mais recentemente em pacientes adultos com asma (14).

Contudo, seu papel na patogénese da asma ainda néo é claro (17).

Desta forma, a presente dissertacdo € composta de uma fundamentacao
teodrica sobre o tema e também por um artigo original. O artigo tem como objetivo
avaliar se criancas e adolescentes com asma produzem redes extracelulares de
DNA, e se existe alguma correlacdo com células granulociticas presentes no escarro

desses pacientes.



18

2. REVISAO DA LITERATURA

A asma é uma doenca complexa, com muitos fenoétipos clinicos, tanto em
adultos, como em criancas. Suas principais caracteristicas incluem a limitacédo
variavel do fluxo aéreo expiratorio, hiper-responsividade brénquica e inflamacéo das
vias aéreas. Clinicamente, apresentam episédios recorrentes de sibilancia, tosse,
dispneia e opressao toracica. Para muitos pacientes, a doenca tem sua origem na
infancia, com fatores genéticos, predominantemente atopico, e aspectos ambientais

contribuindo para seu desenvolvimento (8).

2.1. EPIDEMIOLOGIA

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a
prevaléncia da asma estd aumentando na maioria dos paises, cerca de 300 milhdes
de pessoas, de todas as idades, sédo portadoras da doenca no mundo. Este aumento
ocorre especialmente entre as criancas com uma taxa aproximada de 60%, sendo
esta a doencga cronica mais comum na infancia (1, 18). A falta de controle da doenca
e a dificuldade de acesso ao tratamento em alguns paises sao importantes fatores

gue corroboram para os indices de morbimortalidade (19, 20).

Estima-se que a asma resulte em mais de 250 mil 6bitos por ano no mundo, e
que até 2025 tenhamos aproximadamente 100 milhdes de pessoas com asma (21).
No Brasil, a asma € um grave problema de saude publica, ocupando a oitava
posicdo mundial em prevaléncia de asma. Estima-se que o Brasil tenha ao redor de
15 milhGes de asmaticos (10-15% da faixa etaria pediatrica) (22), com cerca de 6
Obitos por dia pela doenca, e aproximadamente 350 mil hospitalizacbes por ano,

gerando altos custos para o Sistema Unico de Satde (SUS) (23).

2.2. INFLAMACAO E MEDIADORES ENVOLVIDOS NA ASMA
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A inflamacdo é um aspecto caracteristico de muitas doencas cronicas
pulmonares, incluindo a asma. O processo inflamatério na asma é complexo, com
diferentes tipos celulares e mediadores inflamatorios envolvidos, interagindo com
diferentes fatores ambientais desencadeantes (4). Os linfocitos, macréfagos e

granulécitos sao células centrais na fisiopatogenia da doenca (24, 25).

Os linfécitos exercem um papel importante na resposta imune adaptativa da
asma (26, 27). Sabe-se que os linfécitos sdo classificados por moléculas de
superficie, e no caso das células T, sédo subdivididos funcionalmente pelo padréo de
citocinas que produzem (28). Apesar de a asma ser frequentemente considerada
uma doenca imunologicamente mediada por linfécitos do tipo Th2, outros subtipos
de linfocitos T estdo envolvidos na resposta imune, tais como os linfécitos Thl, Th17
e Treg (5, 29, 30). Assim, as células Thl conduzem a imunidade celular, produzindo
citocinas proé-inflamatérias como IL-2 e INF-gama, que sdo fundamentais para o
mecanismo de defesa do organismo (31). Por outro lado, as células Th-2 produzem
citocinas especificas da resposta inflamatoéria alérgica, como IL-4, IL-5 e IL-13, que
estimulam a inflamacéo eosinofilica, além de ativar os linfécitos B, que sédo
responsaveis pela producao de IgE (32, 33). Alguns estudos tém observado o papel
importante das células Th-17 na inflamacdo das vias aéreas na asma, sendo
consideradas células que expressam IL-17, IL-22 e promovem inflamacao
neutrofilica nas vias aéreas (30, 34). Por outro lado, as células T-reg apresentam

fungbes essencias no controle da resposte imune (35).

Os macrofagos sdo considerados vigilantes imunolégicos por sua distribuicdo
em diferentes tecidos do organismo (36). Seu papel € essencial na modulacédo de
respostas inflamatdrias agudas e cronicas, mas embora possam proliferar dentro do
pulmédo, seu numero ndo é adequado para combater a infeccdo (37, 38). Ainda
assim, os macrofagos sdo a principal fonte de citocinas, quimiocinas e outros
mediadores inflamatorios que suprimem ou propagam a inflamacéo (39, 40). Alias,
essas citocinas e quimiocinas liberadas pelos macrofagos alveolares tém efeito
imediato na via area e no tecido pulmonar, promovendo o acumulo de neutréfilos,

eosinofilos e outras células diretamente implicadas na fisiopatogenia da asma (4).

Os neutrofilos compreendem em torno de 60% de todos os leucocitos

encontrados na circulagdo sanguinea (41). Além disso, sdo os granulocitos mais
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abundantes na via aérea, tanto em individuos saudaveis, como em pacientes com
asma (42). Durante a inflamacg&o pulmonar, os neutréfilos sdo as primeiras células
do sistema imunologico a serem recrutadas para o local da lesdo (43). As células
migram da corrente sanguinea para os tecidos, onde liberam citocinas, enzimas,
radicais livres e outros fatores inflamatoérios que podem afetar a estrutura e a fungéo

das vias aéreas(44, 45).

Os eosindfilos estdo primariamente envolvidos no combate a infeccbes
parasitarias e nas doencas alérgicas, tais como a asma (46). Sao células
granulociticas menos comuns, mas caracteristicas da resposta alérgica nas vias
aéreas. No entanto, estdo presentes em quantidades varidveis na via aérea de
pacientes com asma, e praticamente ausentes em individuos normais (47). Os
eosinofilos tém um papel efetor. Uma vez ativados pela IL-5, migram para o tecido
inflamado, degranulam, liberando proteinas citotoxicas importantes no mecanismo
efetor, resultando na broncoconstricdo e producdo de muco, mas que, se nao

reguladas podem também induzir dano tecidual (9, 48).

Em resumo, os sintomas resultantes da inflamacéo brénquica na asma séo
efeito de um complexo ambiente de desencadeantes ambientais e participacdo de
de linfdcitos T, eosindfilos, neutréfilos, macréfagos e citocinas, que tem sido alvo de

pesquisas para novas terapias.

2.3. REDES EXTRACELULARES DE DNA

As redes extracelulares de DNA tem sido mencionadas, ultimamente, como
um novo mecanismo celular eficiente na defesa do hospedeiro contra infeccdes.
Estas redes sao geradas por diferentes células que representam um papel
fundamental na resposta imune (12). Pimeiramente descritas em neutrofilos, as
redes extracelulares de neutrofilos (NETS) sdo compostas, pricipalmente, por fibras
de cromatina descondensada, revestidas com histonas e enzimas granulares de
neutroéfilos, tais como mieloperoxidase (MPO), elastase neutrofilica, catepsina G, e

lactoferrina. Logo, estas estruturas séo liberadas em resposta a agentes infecciosos
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e mediadores inflamatorios, levando a captura e morte de numerosos

microrganismos patogénicos (15, 49, 50).

A figura 1 mostra um esquema da formacao das NETs. Apesar da formacao
das redes extracelulares servir como uma armadilha para bactérias e outros

patégenos, sua producdo excessiva pode levar ao dano de diversos tecidos.

Elastase
MPO
Catepsin: G

Micrébio

Neutrofilo

Histonas

MPO —(

>4

N Micrébi
Catepsina G Elastase ICroblo

Figura 1. Formacédo de redes extracelulares de DNA de neutr6filos. As NETs sdo formadas de
nucleossomos (complexo de DNA e histonas) revestidos com componentes granulares, incluindo
elastase de neutrdéfilos, mieloperoxidase (MPO), e catepsina G. As NETs ligam e matam micrébios.
Fonte: adaptado de Miyata and Fan (2012) (51).

A formagéo de redes extracelulares de DNA ndo parece ser um mecanismo
exclusivo dos neutréfilos. Recentemente, alguns estudos vém documentando a
formacdo de estruturas similares as NETs, em macrofagos (METSs), mastécitos
(MCETSs), basdfilos (BETs) e eosindfilos (EETs) (48, 52-54). Assim, um estudo
publicado por Aliuk e colaboradores (2012) mostrou que as redes extracelulares de
DNA geradas por macréfagos foram capazes de reter e matar uma variedade de
bactérias (55). Os mastécitos sdao também descritos por exercer atividade

antimicrobiana extracelular através da formacdo de “armadilhas” de DNA (56). Os
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basofilos sdo também capazes de gerar redes extracelulares de DNA, sob condi¢cfes
inflamatorias. As BETs contém DNA mitocondrial, mas ndo nuclear, e proteinas de
granulos especificamente expressas pelos basofilos. Por fim, dados mais recentes
relatam um mecanismo de protecdo extracelular por eosindéfilos para matar agentes
infecciosos, de forma rapida e eficiente (52). As redes extracelulares de DNA
produzidas por eosindfilos sdo compostas por uma malha de fibras de DNA e
proteinas de granulos de eosinofilos, tais como a proteina basica principal (MBP) e a
proteina cationica eosinofilica (ECP) (48). Essas proteinas sédo responsaveis por boa
parte das funcdes citotoxicas exercidas pelos eosinéfilos, podendo ser protetoras
helmintos e a0 mesmo tempo nocivas, uma vez expostas no meio extracelular,
causando lesdes teciduais devido ao efeito citotoxico nas células do proprio

organismo (57).

O DNA expelido pelos eosindfilos, curiosamente, é de origem mitocondrial,
parecendo ndo estar associado com a morte celular (58). Um evento chave na
sinalizacao intracelular para a formacado das EETs parece ser a ativagcdo de uma
enzima chamada NADPH oxidase. Essa enzima esta ligada a membrana de
eosindfilos e de varias outras células (48, 59). Portanto, uma vez que ocorra a
inibicdo desta enzima por algum efeito farmacolégico ou genético, pode resultar na
diminuicdo de precursores e mediadores inflamatorios, entre eles as espécies
reativas de oxigénio (EROs), que inibem completamente a capacidade dos
eosinofilos em liberar EETs (48). Aléem disso, estudos sugerem que a atividade
fagocitica dos eosinofilos € em grande parte limitada, quando comparada com outras
células fagociticas, sugerindo que sua atividade bactericida possa ocorrer

extracelularmente, provavelmente através da liberacédo de EETs (60).

2.4. REDES EXTRACELULARES DE DNA E ASMA

Como descrito acima, a formacao de redes extracelulares de DNA apresenta
um importante papel na resposta imune inata, agindo na defesa contra infecgdes, e
tem sido reportada em varias doencas pulmonares, incluindo a asma (14). Nos

altimos anos, tem sido comprovado que as células granulares, tais como neutroéfilos
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e eosindfilos, geram armadilhas extracelulares bactericidas, com conteddo de DNA e
proteinas de granulos (12, 15, 48).

A asma foi classicamente descrita como uma doenca eosinofilica, entretanto,
nos ultimos anos, foi demonstrado que os neutréfilos também exercem um papel
importante na inflamacdo das vias aéreas da doenca (61). O papel principal das
redes extracelulares de DNA é evitar a propaga¢do microbiana e matar agentes
patogénicos (15). Assim, tem sido descrito que os neutrofilos sdo recrutados para 0s
pulmbes de asmaticos liberando redes extracelulares compostas por proteinas
derivadas do citoplasma celular e por DNA (14). Além disso, foi detectado um
aumento de NETs e componentes nas vias aéreas de pacientes com asma,

sugerindo um envolvimento das NETs na patogénese da asma (62).

Apesar das propriedades vantajosas das NETs, sua producéo excessiva ja foi
demonstrada em varias condic¢des inflamatorias, desencadeando inflamacgéao e dano
ao tecido (16). O papel patogénico das NETs foi descrito por varias doencas
inflamatorias e autoimunes (63). Nesse sentido, um estudo recentemente realizado
por Pham e colaboradores (2016), observou a producao de redes extracelulares de
DNA a partir de neutréfilos de sangue periférico de pacientes com asma grave,
indicando que as NETs estejam envolvidas na preservacdo da inflamacéo (17).
Dworski e colaboradores (2011) também relataram que além dos neutrofilos, os
eosindfilos infiltrados nas vias aéreas de asmaéticos liberam redes extracelulares de
DNA (14). Adicionalmente, um estudo mais recente do nosso grupo de pesquisa
mostrou no lavado broncoalveolar (LBA) de camundongos asmaticos a presenca de
EETs, sem nenhum sinal de apoptose ou necrose, sugerindo que a liberacdo seja

um processo ativo celular (64).

Yousefi e colaboradores (2012) mostram de forma ilustrativa na Figura 2 que
os eosinofilos podem ser ativados diretamente por bactérias invasoras e/ou citocinas
geradas por células epiteliais ou por células T, produzindo as EETs. As EETs sédo
capazes de ligar e matar bactérias, mas também ocorrem em doengas nédo
infecciosas, como nas alergias. No entanto, nem todos os eosindfilos que infiltram o

tecido necessariamente participam na formagéo de EETs (58).
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Figura 2. Representacdo esquemaética da formacé&o de redes extracelulares de
DNA de eosindfilos (EETs) em tecidos infiltrados por eosinéfilos. Mitocéndrias
(azul) e granulos (vermelho) liberando DNA e proteinas catidnicas que co-
localizam no espaco extracelular, formando uma estrutura em forma de
rede. Fonte: Adaptado de Yousefi et al. (2012) (58).

De forma geral, as redes extracelulares de DNA podem ser geradas como
ferramentas eficientes para proteger o hospedeiro contra agentes infecciosos, que
potencialmente invadem brénquios apdés a leséo tecidual. Por outro lado, a formacgéo
das redes extracelulares de DNA pode contribuir para o dano celular epitelial e
endotelial caracteristico na asma (65). Assim, o papel das NETS e EETs na asma

ainda nao é bem compreendidos.



25

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se existe presenca de redes extracelulares de DNA e células

granulociticas no escarro de criancas e adolescentes com asma.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar se redes extracelulares de DNA estdo mais elevadas em escarros
com células do sistema imune de criancas e adolescentes com asma.
e Verificar se existe correlacdo entre niveis de DNA extracelular e células

granulociticas (eosindfilos e neutréfilos) em pacientes com asma.



26

4. HIPOTESES

e Redes extracelulares de DNA sao liberadas nas vias aéreas inferiores de

criangcas com asma.

e Concentracbes de DNA extracelular estdo associadas a células granulociticas
(neutrdfilos e eosinofilos) presentes no escarro de criangas e adolescentes

com asma.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. DELINEAMENTO DE PESQUISA

Trata-se de um estudo transversal

5.2. PARTICIPANTES DO ESTUDO

e Criancas e adolescentes, com diagnostico de asma (6 a 18 anos), de ambos

0S Sexos.

5.3. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO DOS PARTICIPANTES

5.3.1 Critérios de inclusdo:

Criancas e adolescentes com idade entre 6 e 18 anos, de ambos 0s sexos,
com diagnéstico de asma, em acompanhamento ambulatorial por mais de trés

meses, independente do tratamento prescrito.

5.3.2 Critérios de exclusao:

Participantes com limitacdes cognitivas ou com outras doencas cronicas
associadas (doencas neurolégicas, anomalias cardiacas, congénitas ou

imunodeficiéncias).

5.4. AVALIACAO DO CONTROLE DA DOENCA

Para fins de controle da doenca, as criancas e 0s adolescentes asmaticos
foram convidados a responder um questionario curto, padronizado e bem

estabelecido pela literatura. Foi utilizado o questionario do GINA (66), sobre o
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controle da doenca, com 5 perguntas sobre sintomas relacionado as quatro ultimas

semanas antecedentes a entrevista.

5.5. TESTE CUTANEO

Para avaliacdo de sensibilizacdo a alérgenos foi realizado um teste cutaneo
(Prick test), através de método padronizado internacionalmente reconhecido e
utilizado pelo nosso grupo de pesquisa (67). O teste foi realizado na superficie volar
medial do antebraco, onde foram aplicados os extratos de alérgenos (gota Unica),

utilizando-se o conta-gotas, a uma distancia de aproximadamente 2 cm.

A regido avaliada foi dividida em duas fileiras, sendo a primeira sequéncia
composta pela aplicacdo do soro (controle negativo), histamina (controle positivo),
mix de baratas, Dermatophagoide pteronyssinus, epitélio de cédo e epitélio de gato.
Ja a segunda, foi seguido do Aspergilus formigatus, mix de gramineas, Blomia
tropicalis, fungos do ar e Dermatophagoide farinae. Foi utilizada uma pequena
lanceta (PUNTOR®, com dispositivo plastico que limita o grau de penetragdo na
pele) para cada alérgeno. Ap6s 3 minutos, foi retirado o excesso de extrato com
papel toalha, evitando-se “contaminar” os testes vizinhos. A leitura foi feita entre 15 e
20 minutos apods a aplicacdo dos alérgenos. O teste cutaneo foi considerado positivo

para qualquer alergeno na presencga de papulas com didmetro 2 3 mm (67).

5.6. ESPIROMETRIA

Os procedimentos técnicos e os critérios de aceitabilidade e reprodutibilidade
para a realizacdo do exame de funcdo pulmonar seguiram as recomendacfes da
American Thoracic Society — European Respiratory Society (ATS/ERS) (66). O teste
foi realizado com equipamento Koko (Louisville, CO, EUA). Todas as medidas foram

corrigidas de acordo com a pressdo barométrica local e com a temperatura do dia.

Os seguintes parametros foram avaliados: capacidade vital forcada (CVF),

volume expiratorio forcado no primeiro segundo (VEF1), a relacdo da razéo
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VEF1/CVF e o fluxo expiratério forcado entre 25% e 75 % da capacidade vital
forcada (FEF2s-75%). Os dados foram apresentados em valores absolutos (litros) e
normalizados através do escore-z por uma equacdo de referéncia internacional (68).
Desta forma, foram considerados normais os valores de VEFi1, CVF e VEF1/CVF 2-

1,645 em escore-z.

5.7. TECNICAS DE ESCARRO INDUZIDO

O procedimento para obtencdo do escarro induzido foi realizado conforme o
método adaptado de Pizzichini e colaboradores (1998) (69), ap0s a espirometria e 0
teste de broncodilatador. As amostras foram obtidas através da inalacdo de solucéo
salina em uma concentracdo de 4,5%, com quatro repeticbes de cinco minutos,
sucessivamente, até obtencdo do escarro, ou interrompido por uma queda de
VEF1215%, em relagdo ao valor basal da espirometria. Utilizou-se um nebulizador
ultrassénico de alto débito (Ultra-Neb 2000, DeVilbiss-Sunrise Medical, Somerset,
Pennsylvania, USA). Apos cada periodo de inalacdo, o VEF1 foi medido para garantir
a seguranca do teste. A amostra de escarro foi coletada de forma espontanea, em
um pote estéril, por meio da participacdo ativa dos pacientes.

5.8. PROCESSAMENTO E ANALISE DO ESCARRO INDUZIDO

A amostra de escarro foi processada dentro de no maximo duas horas. Os
grumos foram separados da saliva manualmente, diluidos em ditiotreitol (DTT) (1:9)
por 10 minutos, com posterior adicdo de DPBS, e filtrados em nylon (60 um). A
amostra foi centrifugada. Posteriormente foi realizada a contagem celular total de
leucdcitos e viabilidade celular, utilizando uma Camara de Neubauer espelhada, e
meétodo de exclusdo pelo corante azul de trypan. Laminas para exame citolégico
diferencial foram citocentrifugadas a 500 rpm, por 5 minutos. As laminas foram
coradas com Pandético rapido (Laborclin), e 400 células foram contadas. Os

resultados foram expressos como percentual do tipo celular. As amostras obtidas



30

foram consideradas adequadas se a contagem celular total apresentar viabilidade
celular maior que 50% e uma contaminagdo com células escamosas da orofaringe

inferior a 20% no exame citolégico diferencial (69).

Os escarros com ceélulas epiteliais escamosas <20% foram classificados
como: pauci-granulocitico (<2,5% eosinofilos e <54% de neutrdfilos), eosinofilicas (>
2,5% de eosindfilos e < 54% de neutréfilos), neutrofilicas (< 2,5% de eosindfilos e >

54% de neutrofilos) ou mistas (> 2,5% de eosinofilos e > 54% de neutrofilos) (70).

5.9. QUANTIFICACAO DO DNA EXTRACELULAR E FORMACAO DE REDES
EXTRACELULARES DE DNA NO ESCARRO

O DNA extracelular foi quantificado no sobrenadante da amostra, usando o kit
dsDNAHS (Invitrogen®, USA) e mensurados no fluorimetro Quibit 2.0 (Invitrogen®,
USA), seguindo as instrugbes do fabricante. Para a visualizagdo das redes
extracelulares de DNA, o escarro foi aderido em lamina revestida com poli-L-lisina
previamente revestida (Sigma-Aldrich®, USA), posteriormente a este periodo a
lamina foi incubada com paraformaldeido (PFA) 4% por 1 hora, ap0s este periodo a
lamina foi lavada com PBS-1X por 10 minutos, em seguida as células foram
incubadas com o Hoechst 33342 (1:2000 em PBS, Molecular Probes®), para a
coloracdo do DNA, por 4 minutos, a temperatura ambiente. As imagens foram

capturadas em microscépio confocal de fluorescéncia (Zeiss LSM Exciter, USA).

5.10. ASPECTOS ETICOS

e O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS (CEP-
PUCRS) com aprovacao consubstanciada n°. 1.309.504.

e Os responsaveis pelos pacientes foram convidados a ler e assinar o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), o qual contemplou informacgdes
sobre todos o0s procedimentos aplicados, bem como o0s possiveis

desconfortos, riscos e beneficios associados.



31

e As criancas e adolescentes foram convidados a ler e assinar o termo de

assentimento ao estudo.

e As criangas concordaram em participar do estudo.

5.11. TESTES ESTATISTICOS

A normalidade das variaveis continuas foi avaliada por meio do teste de
Shapiro-Wilk. Os dados que apresentaram distribuigdo normal foram demonstrados
em média e desvio-padréo, enquanto os dados assimétricos, em mediana e intervalo
interquartilico. As varidveis categéricas foram expressas em frequéncia absoluta e
relativa. A comparacdo do DNA extracelular entre o grupo com perfil inflamacgéo e
pauci-granulocitico foi realizado pelo teste U de Mann-Whitney. J& a associacao do
DNA extracelular com as células granulociticas no escarro foi realizada pelo teste de
correlacdo de Spearman. Todas as analises e o processamento dos dados foram
realizados com o programa SPSS versao 18,0 (SPSS Inc., EUA). Em todos os casos

as diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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6. CONCLUSOES

o Redes extracelulares de DNA estao presentes em escarro com padréo

inflamatorio de criancas e adolescentes com asma.

o As formagOes de redes extracelulares de DNA apresentam uma
correlagdo positiva com numero de células granulociticas totais, neutrofilos e

eosinofilos.
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